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Résumé
Différentes hormones peptidiques ont été modifiées afin de développer de nouveaux agents diagnostiques
pour le dépistage du cancer. Entre autre, un analogue de la famille des GHRPs, l'Hexareline, a été modifié
par: lodination directe: par chélation d'un groupement marquable à l'iode, le N-hydroxysuccinimidyl p-
hydroxyphénylproprionate (Bolton & Hunter); ou par chélation à l'indium grâce à l'adde diethylènetriamine
pentaacétique (DTPA). De plus un analogue de la LHRH, l'Antarelix, a été modifié par iodination ou par
liaison directe à Tindium. Un analogue de la somatostatine (SS) le MK-678 a été utilisé comme l3ase
d'apprentissage et comme contrôle. Finalement, l'Hexareline a fait l'objet d'études de liaison au dextran
(Dx); molécule utilisé pour le marquage au technétium. Les résultats des divers essais de marquages sont
intéressants avec des rendement de marquage allant de 6% pour THexareline iodé jusqu'à 48% dans le
cas de l'[^"ln-DTPA]-Hexareline. Malgré, dans certains cas, de bons rendements chimiques, les résultats
biologiques au niveau tumoral sont médiocres et ne démontrent aucune captation spécifique supérieure à
celles retrouvées dans les tissus périphériques. Cependant, les résultats obtenus lors de l'étude de
l'Hexarelin-DTPA ont démontré une importante fixation rénale (près de 20% d.iJg). D'autre part,
l'Antarelix, antagoniste de GnRH, marqué à l'iode-125, a démontré une forte captalion hypophysaire (185-
400% d.i.\g). Ces analogues peptidiques, dans le contexte de l'étude présente, c'est-à-dire en
considération des cellules tumorales utilisées (EMT-6 et MCF-7), sont inappropriés pour le développement
d'agents diagnostiques pour le dépistage du cancer. Toutefois, si d'autres types de cellules tumorales
étaient disponibles (des cellules sélectionnées pour leurs récepteurs de GnRH), les résultats pourraient
être différents. De plus, la fixation rénale obtenue lors des études pharmacocinétiques de l'Hexareline lié
au DTPA pourrait faire l'objet d'études plus approfondies.
1. Introduction
La médecine et rimagerie médicale
Nous sommes à l'approche du 21 ^  siècle et les sciences ntèdicales sont en plein essor. Plusieurs
nouvelles découvertes ont caractérisé la fin du 20® siècle, tels le traitement du cancer de la moelle
osseuse (Preisler, 1994), la détection précoce et le traitement du cancer de la prostate (Allain et ai, 1994),
l'identification de plusieurs gènes responsables de maladies graves, par exemple la fibrose kystique
(Riordan et ai, 1989), ou de problèmes de santé, comme l'obésité (Amer, 1995). En ce qui concerne la
médecine nucléaire, il y a toute la panoplie des nouvelles technologies de diagnostique, la IRM (imagerie
par résonance magnétique), la TEP (tomographie par émission de positrons), le CT scan ("X-ray computed
tomography*), l'imagerie par ultrasons, l'imagerie par infrarouge, et bien sûr, le SPECT ("single photon
émission computed tomography") (fig. 1 ).
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Rgure 1. Schéma de la technique d'imagerie médcale SPECT (Saha, 1992).
Le SPECT exige, contrairement au X-ray CT, une source émetlrice venant de l'intérieur d'un organisme.
La position de cette dernière est inconnue et doit être retracée à l'aide d'un système de détection collimaté
dans le but de fbumir une direction aux photons incidents. Cette caméra gamma a la particularité de
foumir des informations de distribution spatio-temporelle connue sous le nom de scintigraphie dynamique.
Cette forme d'imagerie permet aux types de radionudéides utilisés d'exprimer la fonction de l'organe ou du
système examiné (Ott et al, 1988).
Pour que cette dernière technologie d'imagerie soit exploitée au maximum, de nombreux produits
radiopharmaceutiques ont vu le jour et de nouveaux le sont quotidiennement Tous ces agents
diagnostiques ont été développés dans un but ultime, découvrir un moyen de cibler directement un site
anormal afin de l'analyser et de l'éliminer, si cela se trouve nécessaire, par les méthodes chirurgicales
conventionnelles, ou par des méthodes moins envahissantes tel que le transport direct de molécules
cytotoxiques.
Un grand nombre de chercheurs aspirent à découvrir ce que l'on nomme "The Magic Bullet", un moyen
d'atteindre directement les tissus cancéreux sans pour autant nuire aux tissus sains environnants. C'est le
cas de l'intérêt porté sur les peptides porteurs de radio-isotopes.
Parallèlement au mécanisme d'action "anticorps-antigènes", l'utilisation d'un système ligand-récepteur
comme méthode de pour cibler des tissus tumoraux, à l'aide d'hormones ou de séquences peptidiques
porteurs d'un radio-isotope, semble de plus en plus étudié et très prometteur. Cette méthode est déjà en
pratique en clinique avec l'utilisation de la somatostatine (SS), hormone déterminante au processus de
croissance cellulaire (Frohman et ai, 1990).
Cette technique m'amène donc à introduire mon sujet de maîtrise qui, en fait est une extension à la
méthode de la SS déjà en pratique et qui pourrait s'ajouter aux systèmes déjà existants. La somatostatine
est ici utilisée comme base de travail servant de référence aux études de marquage. Le but de ce travail
est de développer de nouveaux agents peptidiques, radiomarqués, pour le dépistage du cancer. Les effets
physiologiques et métaboliques des molécules biologiques utilisées ne sont en aucun temps sous
investigations.
Les Hormones
Afin d'appuyer le choix de ces analogues peptidiques hormonaux sur tout autre type de séquences
peptidiques, il est impératif de connaître les liens et les effets qu'ont ces molécules sur l'organisme.
Certaines caractéristiques physiques et biologiques, par exemple, des structures plus stables in vivo et
des effets antitumoraux, valident davantage le choix de ces peptides. C'est dans l'optique de créer une
bonne fondation au travail de recherche que les analogues étudiés, ainsi que leurs familles, sont décrits en
profondeur.
1. La somatostatine
SS-14 Alo-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys
'  14
Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys-
SS-28
28
-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys
Rgune 2. Séquence de la somatostatine chez les mammifères (88-14) et de la prosomatostatine porcine (88-28)
(Hadey, 1992).
Les hormones font partie intégrante de la machine vivante et sont essentielles à son bon fonctionnement.
Elles sont les messagères qui portent une nouvelle d'action, ou d'inaction, à un endroit bien spécifique du
corps. En 1978, Guillemin et ses collègues ont éfé les premiers à découvrir et à rapporter la structure de la
somatostatine (SS), hormone inhibitrice de croissance, aussi connue sous le nom de GRIF (Growth
Hormone-Releasing-Inhibiting Factor). La SS, maintenant bien connue et bien caractérisée, possède une
structure circulaire longue de 14 (SS-14) ou de 28 (SS-28) acides aminés (Bakker et ai, 1992; Hadiey,
1992) (fig. 2). Synthétisée et sécrétée au niveau de l'hypothalamus (fig. 3), elle agit sur la glande pitultaire
antérieure afin cnnhlt}er la sécrétion de somatotropine (hormones de croissance) (Bakker et a!., 1992). De
nos jours, nous savons que la 88 et les dérivés peptidiques de la 88 sont retrouvés dans d'autres réglons
du cerveau, tels que le ganglion de la t)ase (basai ganglla), le cervelet, et les réglons limbiques où elle a
une Implication sur l'expression des activités locomotrices, ainsi que sur le processus de la mémoire et de
l'apprentissage. On la retrouve aussi ailleurs dans l'organisme, telles que la vole gastro-Intestinale, la
moelle épinlére et le pancréas (spécifiquement dans les cellules-D des îlots pancréatiques (Bakker, 1992)
où elle inhibe la sécrétion de nombreuses hormones Incluant le glucagon et l'Insuline (Relsine etaL, 1990).
Hypothalamu*
Hypomaianx*
Opbc cNm
IntundRxAxn
p4uMry
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Figure 3. Schéma de la glande pituitalre antérieure (hypophyse) et de l'hypothalamus chez l'humain (Hadey, 1992).
La 88, par l'entremise de récepteurs transmembranaires, agit de façon à Inactiver le mécanisme du
second messager (Weckbecker etaL, 1993). Ce dernier (fig. 4) est défini par une cascade de réactions
cellulaires normalement déclenchée par l'Interaction d'une hormone d'activation et de son récepteur. Dans
le cas d'une activation, l'adenyl cyclase se déclenche et, en présence d'Ions de magnésium, transforme
l'adénoslne triphosphate (ATP) en 3'-5' adénosine monophosphate cydlque (AMPc) (8tryer, 1988).
L'AMPc est la def qui met en branle toute une série de réactions afin de provoquer la sécrétion de
plusieurs hormones, entre autre, la GH (Growth Hormone) (Relsine et ai., 1990). La GH (somatotropine)
est un polypeptide long de 191 adde aminés et ses effets d'origine hypophysaire, sont caradérisés par
une stimulation de la captation d'addes aminés par les cellules touchées et par une stimulation de la
production hépatique de IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1), qui à son tour, cause la croissance des os et
des muscles (Darnell et al, 1990).
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Rgure 4. Schéma de la cascade des réactions activées par l'AMPc. Événement chronoiogiciue représenté de A à D.
Les tissus cancéreux sont caractérisés par une croissance cellulaire non contrôlée. L'utilisation des
peptides pour le diagnostic et/ou pour le traitement de certains cancers est très intéressant dans deux
situations ditférentes: pour des tumeurs synthétisant et sécrétant des quantités excessives de ces peptides
(A): et pour des tumeurs qui possèdent une grande densité de récepteurs spécifiques pour un peptide
particulier (B) (Reut)i, 1993) (fig. 5). Ce dernier est d'un autant plus grand intérêt parce que cette
augmentation de la concentration des récepteurs favorise une meilleure détection des tissus tumoraux par
le marquage radioactif d'une hormone ou d'un de ses analogues. Plusieurs cancers (du sein, de la
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prostate, du pancréas, etc.) sont très t)ien diagnostiqués grâce à la somatostatine (SS-14, SS-28) et
surtout grâce à ses analogues t)eaucoup plus petits et t}eaucoup plus puissants. Ces analogues sont en
grande quantité et ils sont très variés. On y retrouve, entre autre, le BIM 23014 (Somatulin), le RC-160
(Vapreotide), le MK-678 (Segletide, non présenté à la figure 6) et l3len sûr, l'Octréotide (Sandostatin)
(Prévost et al, 1992; Vamum et al, 1994; Schally et al, 1988; Reisine et al, 1990; Lamt)erts et al, 1990;
Weckt)ecker et al, 1992) (fig.6). Ces dérivés de la SS peuvent être modifiés de plusieurs façons afin de
convenir aux t)esoins recherchés, imagerie statique ou dynamique, excrétion hépatique ou rénale (Moretti
et al, 1991) et même à des fins thérapeutiques (Krenning et al, 1994a). Leurs caractéristiques
avantageuses sur la SS naturelle sont 1) une inhitxtion plus puissante de GH; 2) une demi-vie sanguine
plus longue, causant des effets inhibiteurs prolongés sur les organes cibles; 3) une activité vérifiée après
injection sous-cutanée; 4) aucun rebond d'hypersécrétion après leur administration (Lamt}erts et al, 1990).
Norm«tt. Tumorate.
Normak Tumorate
<P)
•p-a
Figure 5. Modèle tumoral hypersynthétisant et hyperséaétant (A) et à grande densité de récepteurs (B)
(Reutji, 1993).
SRIF14
(natural)
Octraotlde
(SMS 201-995)
(Sandostatin®)
RC160
BIM 23014
'J
H-AJa-pSIy-Cyi-Lya-Aan-Pha-Pha-Typ
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Rgure 6. Stmcture des cSfférents analogues de somatostatine (Weckbecker et a!., 1993).
Il est clair que l'intérêt porté sur la SS est principalement lié à sa capacité comme agent diagnostique et
thérapeutique. Étant une hormone reliée à la croissance ceilulaire, une quantité importante de cancer (du
sein, de la prostate, de l'hypophyse, du pancréas, etc.) peuvent être détectés (Krenning et a!., 1994b:
ReubI et ai, 1993a; Schally, 1988; Macaulay, 1992). L'Octréotide est le plus souvent utilisé dû à ses
propriétés biologiques et de son succès clinique (Bakker et ai., 1991). Afin de me familiariser au travail en
laboratoire, un analogue de la somatostatine, le MK-678, a été utilisé pour des études d'introduction aux
techniques de recherche.
2. LaGHRH
Récognition Domain
(f «of Agonists Extracellular
Iniracallular
Récognition Domain
lor G-Proteins
Rgure 7. Schéma d'un récepteur transmembranaire comparable à celui de la GHRH et à celui de la Somatostatine
(Hadiey, 1992).
La SS n'est pas la seule à gérer la régulation de la croissance cellulaire. Sa compétitrice, la GHRH
(Growth Hormone Releasing Hormone) ou Somatolibeiine, synthétisée et sécrétée au niveau de
l'hypothalamus, voyage par la voie hypothalamo-hypophysaire et gère la sécrétion d'hormone de
croissance au niveau de la glande pituitaire antérieure par un système ligand-récepteur presque identique
à celui de la SS (fig. 4). Son mécanisme d'action implique la stimulation de la transcription de l'ARN
messager (ARNm) et de la sécrétion de la GH (Thomer et a!., 1990), par le biais de l'augmentation de la
concentration des AMPc lors de l'interaction de la GHRH et de son récepteur (Lewin et ai, 1983; Hadiey,
1992) (fig. 7). Cependant, la sécrétion de la GH survient seulement lorsqu'il y a retrait de la sécrétion
hypothalamique de la SS (Thorner et a/., 1990). La GHRH est une hormone qui contient 44 acides aminés
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(fig. 8) et sert principalement à sécréter les GH lorsqu'elles sont déficientes {Veliçelet)i et ai, 1986; Vance,
1990).
5  10 15 20
Tyr-Ala-Asp-Ala-«e-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Ar9-Lys-VaH.eu-Gly-G(t»-Letf-Ser-Ala-Afg-Lys-Leu-
□
25 30 35 40
■ Leu-<îln-Asp-lle-Met-Ser-Ar9-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-<îtu-ArQ-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu-NH .■
Rgure 8. Structure secondaire et séquence des acides aminés de la GHRH (Hadley, 1992).
D'autre part un groupe de peptide t)ien particulier possède des propriétés seml3lat)les à celles que
possèdent la GHRH. Ces polypeptides sont les endorphines. C'est en 1975 que John Hughes et ses
collègues isolèrent, la méthionine-enkephaline et la leudne-enkephaline à partir de 630000 hypothalamus
de porc (Wieland et Bodanszky, 1991; Stryer, 1988). Un an plus tard, Guillemin et ses collègues isolèrent
des peptides plus longs, les endorphines, du lobe intermédiaire de la glande pituitaire (Guillemin, 1978;
Stryer, 1988). Étant indispensables au système nerveux, les endorphines sont les neurorègulateurs de la
douleur perçue par l'organisme. Ils agissent au niveau des nodcepteurs (récepteurs opiacés) en tant
qu'hormone analgésique (Oison et ai, 1989). Toutefois, un aspect bien distinct les caractérise. Leur
système d'action est jumelé parallèlement au système endocrinien de la GHRH, c'est-à-dire, l'action des
endorphines à leurs récepteurs déclenche une sécrétion d'hormones de croissance parallèle à celle déjà
connue de la GHRH (Bowers etaL, 1980).
Plusieurs chercheurs se sont penchés sur la question pour essayer d'optimiser la sécrétion de GH par le
biais des nocicepteurs en y omettant les effets secondaires bien connues, retrouvés lors de l'usage de
produits de la même famille des endorphines; morphine, héroïne, opium (Katzung, 1995). C'est en 1977
que les premiers peptides de la série des GHRPs (Growth Hormone-Releasing Peptides) (Bowers etaL,
1980) ont été découverts; quelques uns sont listés à la figure 9 (gracieuseté d'Europeptide, Argenteuil,
France). Il sont tous des dérivés du pentapeptide Met-enkephalines (fig. 10) (Roemer et a!., 1977; Bowers
et ai, 1980), ils sont dépourvus d'activité opiacée, ils n'ont aucune relation à la GHRH dans leur séquence
peptidique (Maccario état, 1995; Korlx)nitz et al., 1995) et pourtant ils agissent au niveau des cellules
hypophysaires afin d'en activer la sécrétion de GH (Bowers et ai., 1991). Ce n'est que trois ans plus tard
qu'un analogue t)eaucoup plus efficace (mille fois plus important à l'hypothalamus et à l'hypophyse, que la
Met-enkephaline), la GHRP-6, a été synthétisé (Bowers et ai., 1991).
Dose s.c.
300 mg/kg
300 mg/kg
300 mg/kg
300 mg/kg
300 mg/kg
Contrôle
GH (ng/ml) moy.
±SEI\/I(à20min.)
127.0 ± 18.6
163.5 ± 21.5
9.0 ± 2.3
60.8 ± 21.6
21.6 ± 9.5
36.9 ± 22.3
Analogue
His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2 (GHRP-6)
His-D-2-l\/le-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2
(Hexarelin)
His-Ala-D-Trp-Ala-2-ll4e-Trp-D-Phe-Lys-NH2
His-D-Trp-Ala-2-l\/le-Trp-D-Phe-Lys-NH2
His-D-Trp-Ala-2-l^e-Trp-D-Phe-Ala-Lys-NH2
Rgure 9. Tableau de quelques analogues de GHRPs, ainsi que leur effet sur la dose de GH (Europeptides,
Argenteuii. France).
Met-enkephalin
(endoiphin)
GHRP-6
Hexarelin
Tyr-D-Trp-Gly-Hie-Met-NHz
ou
Tyr-D-Phe-Gly-Phe-Mel-NHj
I
His-D-Tip-Ala-Trp-Phc-Lys-NHj
1
His-D-MethyI-Tip-AIa-Trp-Phe-Lys-NH2
Rgure 10. Cheminement simplifié de l'évolution des endorphines à l'Hexareiin.
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Plusieurs hypothèses sur le foncHonnement du système GHRP-GH ont été émises: une interaction
indépendante des récepteurs de la GHRH, de la SS, et des récepteurs opiacés (Bowers et al., 1980; Arvat
et ai., 1995; Maccario et ai., 1995; Guillaume et a!., 1994; Bowers, 1991; Cheng et ai., 1989; Conley et ai.,
1995; Arvat et ai., 1994), une fonction antagoniste au système de la SS (Thorner et ai., 1990; Guillaume et
ai., 1994; Conley et ai., 1995), un effet non seulement à la glande pituitaire antérieure, mais aussi à
l'hypothalamus (Thorner et ai., 1990; Codd et ai., 1989; Arvat et ai., 1995; Conley et a!., 1995), une
accessibilité à des sources de GH différentes de celle de la GHRH (Cheng et ai., 1989), ou la sécrétion
d'un facteur hypothalamique inconnu capable d'interagir avec la GHRH (Bowers et ai., 1991).
Malgré la quantité importante d'études faites sur le sujet et les nombreuses hypothèses différentes ou
contradictoires, le mécanisme d'action des GHRPs sur la sécrétion de somatotropine n'est toujours pas
élucidé. Néanmoins, plusieurs nouveaux indices semblent diriger les recherches vers des réponses plus
claires. Ce qui laisse croire que les GHRPs agissent par un mécanisme distinct de celui de la GHRH, est:
1) l'effet synergique sur la sécrétion de GH lorsqu'une désensibilisation à l'un des deux types d'hormone
est effectuée au préalable (Bowers et ai., 1991 et 1993); 2) contrairement à la GHRH, les GHRPs sécrètent
les GH via un mécanisme calcium-dépendant et AMPc-indépendant (Cheng état., 1989; Lewin et ai., 1983;
Bower et ai., 1991; Conley et ai., 1995), probablement géré par le mécanisme de la protéine kinase C (Lei
et ai., 1994); 3) que l'activité inhibitrice sur la sécrétion de GH par le facteur de croissance IGF-1 ne peut
être prévenu par les GHRPs étant donné que la concentration de l'IGF-l dans le sérum n'augmente que
seulement plusieurs heures après stimulation de la GH, contrairement à la synergie GHRP-GHRH qui elle
est rapide (Bowers et ai., 1991); 4) l'inefficacité du Naloxone (antagoniste opiacé) sur la sécrétion de GH
par les GHRPs (Korbonits et ai., 1995).
Cependant de nouvelles études tendent à démontrer que malgré les preuves appuyant l'acceptation d'un
modèle d'action distinct des GHRPs vis-à-vis la GHRH, les GHRPs emprunteraient malgré tout, du moins
en partie, le mécanisme de la GHRH (Cfenley et ai., 1995). L'expression du gène /&5 (Dickson et ai., 1993;
Guillaume et ai., 1994), les sites spécifiques de liaison de la GHRP-6 à l'hypothalamus (Dickson et ai.,
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1993; Codd et al, 1989} et l'augmentation de l'activité neurotique d'une population de neurones ardfbrmes
reconnues comme étant des cellules contenant des GRF (Growth Hormone Releasing Factor) (Dickson et
al, 1993; Guillaume et al, 1994) sont des indices qui, jusqu'à ce jour, appuient l'hypothèse d'une
interrelation des GHRPs et de la GHRH.
Dans la grande famille des GHRPs, un nouvel analogue vient accroître l'intérêt déjà très grand sur ces
nouveaux sécrétagogues (hormones activant la sécrétion d'autres hormones). L'Hexareline, analogue de
la GHRP-6, lui ressemble étrangement par sa structure (fig. 9 et 10) et possède les mêmes
caractéristiques physiologiques et davantages. Elle est deux fois plus efficace dans sa fonction sécrétoire
de GH, elle est chimiquement (Cella étal, 1995; Arvat étal, 1994) et biologiquement (Cella et ai., 1995)
plus stable in wVoet elle possède une plus grande endurance aux radiations, que la GHRP-6 (Deghenghi
étal, 1994). L'Hexareline possède une activité superposaWe à celle de la GHRP-6 avec un effet soutenu
qui se traduit en une puissance accrue vraisemblablement due à son caractère plus lipophilique (Cella et
al, 1995; Conley étal, 1995; Deghenghi et al, 1994) et aux avantages chimiques et biologiques cités ci-
haut L'Hexareline est présentement en essai clinique (Laron et al, 1994; Cella et al, 1995; Arvat et al,
1994; Arvat et al, 1995; Maccario et al, 1995) et se trouve être un modèle très intéressant pour devenir un
agent dimagerie médicale parallèle aux analogues de la SS.
3. LaLHRH
Par ailleurs, une autre hormone qui représente une grande partie de ce mémoire, a été étudiée; l'Antarelix
(un analogue antagoniste de la LHRH; Luteinizing Hormone Releasing Hormone). La LHRH est une
hormone gonadotrope de l'hypothalamus indispensable au développement sexuel d'un individu. Elle est
l'hormone contrôlant la sécrétion de la LH (Luteinizing Hormone) et de FSH (Follicule Stimulating
Hormone) au niveau de la glande pituitaire antérieure, qui à leur tour gèrent l'activité hormonale des
gonades (Davidson et al, 1994; Weinbauer et Nieschlag, 1992). La LH est une hormone agissant sur les
cellules de Leydig responsables de la synthèse et de la sécrétion de la testostérone et du feit de la
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formation des spermatozoïdes chez l'homme, et sur les développement des cellules lutéines qui
synthétisent et sécrètent la progestérone et l'estrogène, chez la femme. La FSH, de son côté, aide au
développement des spermatozoïdes par la sécrétion d'estrogène chez l'homme et au développement du
follicule et à l'épanouissement des ovins, chez la femme (Guyton, 1987; Hsueh et ai, 1985). La LHRH est
donc indirectement responsable du développement des caractéristiques secondaires retrouvées chez
lindividu, développement des seins, élargissement des hanches, etc., chez la femme, et de la pilosité, de
la musculature, etc., chez l'homme. Cette propriéfê est très intéressante car plusieurs tissus possèdent
des récepteurs pour cette hormone et peuvent être ciblés si un cancer s'y développe.
HN NH,
NH
,CH3 ÇH
ÇH CH -
i) ^ «H 1 1 H
NH-CHCO-NHCHCO-NHtHCO-NHCHCO-NHCHCO-NHCHCO-NHCHCO-NHCHCO-N—CHCO-NHCHCO-fJHi
(pyrotGHj — Hn — Trp — Se» — Ty» — Gly — Leu — Arg — Pro — Gty —
I  2 3 4 S G 7 8 9 0
Q OH
V NHNH =/ OHA»?
OÇ ÇHî ÇHj ÇHj
Figure 11. Séquence de la gonadotropine (LHRH) (Hadey, 1992).
Cî'est au début des années 1970 que Burgus et ses collègues, ainsi que Matsuo et ses collègues, ont
séquencé le décapeptide qu'est la LHRH (fig. 11). Une série d'analogues ont été synthétisés pour mieux
optimiser leurs réponses biologiques ou pour mieux profiter d'un phénomène et/ou mieux se débarrasser
d'un autre. Plus de 3000 de ces analogues ont été testés (Weinbauer et Nieschlag, 1992) et leurs sites
actifs identifiés. Les acides aminés les plus importants sont ceux en positions 1, 2 et 3 qui possèdent
l'activité de sécrétion hormonale et ceux en positions 6 et 10 qui sont responsables de la liaison aux
récepteurs (Schally et Coy, 1983; Sandow et Kônig, 1979). D'autres sites actifs très importants, ceux de
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clivage endopeptidasique et de dégradation, sont retrouvés en position 5-6 et 9-10 de la molécule (Carone
et al, 1987).
Le but de ces synthèses massives d'analogues est d'optimiser et d'amplifier certaines réponses
biologiques déclenchées par l'hormone naturelle. Certains changements spécifiques faits à la molécule
naturelle causent différentes réponses biologiques lors d'études pharmacologiques. Par exemple,
l'utilisation d'addes aminés-D (plus hydrophobes) accentue énormément l'activité des antagonistes de la
LHRH probablement par l'augmentation de la stabilité et de la résistance à la dégradation enzymatique
(Rouret étal, 1984; Deghenghi et al, 1993); la substitution spécifique en position 6 par un adde aminé-D
basique augmente largement l'activité antiovulatoire (Coy et al, 1982), mais aussi cause un effet
secondaire caractérisé par une sécrétion importante d'histamine (Sharoni et al, 1989).
De nouveaux moyens sont étudiés pour améliorer l'efficacité du traitement 1) soit en faisant une
combinaison de deux traitements, c'est-à-dire un agoniste, ou un antagoniste, avec un radical cytotoxique
(agent chimiothérapeutique) (Schally et al, 1990; Szende et al, 1990a; Szende et al, 1990b; Bajusz et al,
1989a), ou 2) par l'utilisation des deux types hormonaux; l'agoniste de la LHRH pour la désensibilisation et
l'analogue de la somatostatine comme inhibiteur de croissance (Schally et al, 1990; Schally et Redding,
1987; Szende et al, 1989). Ou tout simplement en remplaçant les agonistes par les antagonistes.
W  avM pii Pfc (Qu< Oh
Ofc
CH.m,
AcDNal DCpa DPal Ser Tyr DHci Leu Lys(iPr) Pro DAla- NH2
Rgure 12. Sé(yjence de l'analogue antagoniste de la LHRH; l'Antarelix.
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Chez les antagonistes de la LHRH, les addes aminés-D sont utilisés en positions 1 à 3 afin de supprimer
l'effet tMologique de sécrétion caractéristique de ces positions pour la LHRH native, et en position 6 et 10
pour maximiser la liaison spécifique aux récepteurs de LHRH, ainsi que diminuer au maximum la
dégradation peptidique (Weinbauer et Nieschlag, 1992). Dans le cas des produits les plus récente,
incluant l'Antarelix, les modifications suivantes sont retrouvées: l'adde aminé acetyl-D-naphthyl-alanine en
position 1, D-chlorophenylalanine en position 2, D-pyridylalanine ou D-tryptophan en position 3, et D-
alanine en position 10 (Weinbauer et Nieschlag, 1992) (fig. 12).
Les antagonistes sont la nouvelle génération d'analogues étudiés qui maintenant semblent plus
intéressante que leurs prédécesseurs les agonistes. Il est dair, aujourd'hui, que la présence chronique
d'un agoniste de la LHRH se traduit par une réponse de désensibilisation pharmacologique qui résulte en
une défidence des hormones sexuelles stéroïdiennes (Sharoni et al., 1989). Ce phénomène est
techniquement appelé "castration chimiquement induite" (Schally et ai., 1987). Cette désensibilisation est
caractérisée par un nombre de mécanismes: diminution de l'expression des récepteurs gonadotropiques,
modulation d'autres protéines telles que les protéines G, les phospholipases C, les protéines kinases C,
épuisement des réserves de gonadotropines sécrétebles, et ateration des modifications post-
transcriptionnelles des gonadotropines résultant d'une perte d'activité biologique (Davidson et ai., 1994).
Cet effet est d'autant plus intéressant, étant donné qu'une grande quantité de cancers sont sécréteurs
d'hormones sexuelles stéroïdiennes (LH, FSH) ou possèdent des récepteurs gonadotropes (ex: cancer du
sein, gastrique, colorectal, pancréatique, du poutrwn, de la prostate, et les tumeurs cervicales)
(Weckbecker et ai., 1993). Ces caractéristiques tumorales sont donc exploitables et ouvrent la voie à des
méthodes, non seulement diagnostiques, mais aussi thérapeutiques.
Il est démontré que l'antagoniste, en se logeant et en demeurant dans le site actif du récepteur, peut être
d'une plus grande utilité que l'agoniste. L'antagoniste est un analogue qui, une fois logé dans le site actif
du récepteur, ne déclenche pas la cascade de réactions jumelée à ce demier. Il a donc les avantages de
ne pas causer une hausse temporaire non désirée des hormones sexuelles stéroïdiennes retrouvées lors
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de l'emploi cfagonistes (Schally et al, 1990; Sharon! et ai., 1989; Szende et ai., 1990a), d'être aussi
puissant sur l'inhibition de la sécrétion de la LH, FSH et des stéroïdes sexuels après une seule injection
qu'avec une administration chronique de l'agoniste (Schally et ai., 1990) et de posséder une plus grande
affinité de liaison que les agoniste au niveau hypophysaire (Clayton et Catt, 1980).
Tous savent que les effets antitumoraux observés lors de l'utilisation d'analogues de la LHRH ne sont pas
seulement attribués à une déficience de LH, de FSH et de PRL (prolactine) dans le sérum, mais aussi
grâce à l'action directe de la molécule au niveau tumoral permis par la présence de récepteurs
gonadotropiques de hautes affinités (Schally et ai., 1990; Eidne et ai., 1985; Bdne et ai., 1987; Sharon! et
ai., 1989; Szende et ai., 1989; Vincze et ai., 1991).
En plus d'être un inhibiteur plus puissant que l'agoniste, l'antagoniste de la LHRH affecte le développement
naturel des récepteurs de FSH et, par le fait même, supprime aussi bien la sécrétion de LH bioactive
quimmunoactive (Weinbauer et Nieschlag, 1992) associée à llmplication du FSH sur le développement
des récepteurs de LH et de PRL (Hsueh et ai., 1985); diminue clairement les niveaux de FSH
immunoactives et davantage ceux bioactives (Dahl et ai., 1988; Behre et ai., 1992; Huhtaniemi et ai., 1988)
et dans le cas d'une tumeur de l'hypophyse, réduit la sécrétion de FSH et des sous-unités alpha,
contrairement à l'inefficacité de l'agoniste (Daneshdoost et ai., 1990; Klibanski et ai., 1989).
Malgré les avantages apparents de l'antagoniste sur l'agoniste, aucune étude diagnostique, ni
thérapeutique n'a été entreprise. Néanmoins, plusieurs s'accordent pour dire que toute forme de cancer
traité avec l'agoniste de la LHRH pourrait être traité aussi bien, sinon mieux, avec l'antagoniste (Weinbauer
et Nieschlag, 1992; Conn et Crovirtey, 1991)
- Chez plusieurs types de cellules tumorales, l'antagoniste de la LHRH s'est avéré être très efficace pour en
contrer directement (par le biais des récepteurs transmembranaires de ia LHRH et non par l'effet indirect
stéroïdien) leur croissance. C'est le cas de certaines lignées tumorales humaines de la prostate (Schally
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etaL, 1990; Davidson et al., 1994; Habenitch et ai., 1990; Szepeshazi et ai., 1991; Foekens et ai., 1992),
mammaires (Sharoni et ai., 1989; Davidson et ai., 1994; Szende etaL, 1990a; Reissmann etaL, 1992;
Sandow etaL., 1990; Miller et ai., 1985; Eidne et ai., 1985; Eidne et ai., 1987; Vincze etaL., 1991; Segal-
Abramson etaL., 1992), pancréatique (Szende etaL., 1990b). Cependant, l'efficacité de l'antagoniste varie
beaucoup entre ctiaque type de souche tutrwrale et varie énormément dans le cas des tumeurs
mammaires. Une inhibition de seulement 20% allant jusqu'à 84% de la croissance tumorale chez les
souches du cancer du sein est obtenue avec l'utlisation d'un antagoniste de la LHRH (Schally etaL., 1990).
Comme mentionné plus tôt, il est important de connaître les mécanismes d'action de ces molécules afin
d'exploiter au maximum leurs potentiels diagnostiques. Ces systèmes sont absolument nécessaires à
l'élaboration de traceurs oncologiques, mais ne feront toutefois l'objet d'aucune étude pharmacologique.
Seulement les produits modifiés seront investigués pour leurs caractères diagnostiques.
C'est dans l'optique de développer de nouveaux agents d'imagerie plus spécifiques aux tissus anormaux
de l'organisme, tout en profitant des effets antitumoraux des analogues, que ce projet prit forme.
J'essaierai donc d'analyser plusieurs méthodes de marquage et d'en étudier les effets in vitro et in vivo,
afin de déterminer l'utilisation potentielle de ces produits chez l'humain pour le dépistage du cancer.
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n. Matériel et Méthodes
1. Produits chimiques
Les produits chimiques (solvents, sels, poudres, etc.) utilisés proviennent de chez AIdrich (Milwaukee, Wl,
USA), l'albumine bovine, sous forme de BSA provient de chez Sigma (St-Louis, MO, USA), l'iodogène de
chez Pierce (Rocicford, IL, USA) et l'azote provient de chez Praxair (Mississauga, Ontario, Canada). Le
matériel de laboratoire tel les tubes de borosilice proviennent de chez Fisher (Pittsburg, PA, USA), les
eppendorfe de chez Falcon (Becton Dickinson Labware, NJ, USA) et les tips de chez Sarstedt (St-Laurent,
Québec, Canada). Le système d'analyse utilisé est un chromatographe liquide de haute résolution (HPLC)
Varian 5000 LC, avec une colonne à phase renversée C-18 delta-pack sphérique contenant de particules
de 15 pm parsemées de pores d'un diamètre moyen de 300 Â, de chez Waters (Milfbrd, MA, USA), ou C-
18 à phase renversée, Ultrasphere ODS, 5 iim de chez Beckman (Mississauga, Ontario, Canada). Un
détecteur variable ultra-violet et visible Shimadzu SPD-6AV. Une table graphique à double crayon Varian
Model1200.
2. Produits biologiques
Les produits chimiques utilisés pour les tampons et les milieux de culture cellulaire, Waymouth et MEM,
proviennent de chez GIBCO (Burlington, Ontario, Canada). Les souris et les rats utilisés sont
respectivement des souris mâles Balb/C de 20g et des rats femelles Fisher de 150 g provennant de chez
Charles River Breeding Labs (Montréal, Québec, Canada). Les cellules tumorales étudiées sont les EMT-6
(lignée expérimentale mammaire) fournies par C.W. Lin de Massachusetts General Hospital (Boston, USA),
les cellules MAC (adénocardnome mammaire) du Dr. Bogden à la Banque Tumorale de l'Institot de
Recherche Mason (Worcester, Massachusetts, USA) et les MCF-7 (lignée humaine mammaire) de chez
ATCC (Rockville, Maryland, USA). Les Pétris p-60, les flacons T-175, les tubes à culture et les seringues
sont des produits Falcon qui proviennent de chez Becton Dickinson (Mississauga, Ontario, Canada), ou de
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chez Sarstedt (Newton, N.C., USA). Des micropipettes de 50, 200 et 1000 Gilson pipetman de chez
Mandel (Lachine, Quét)ec, Canada). Un homogénéisateur Dounce de chez Wheaton Scientific (MilMIle,
NJ, USA). Un incubateur Forma Scientific (Montréal, Québec, Canada). Une hotte Nuaire (Plymouth, MN,
USA). Une centrifugeuse Beckman (Palto Alto, CA, USA), une centrifugeuse Baxter Varifuge ,
centrifugeuse à eppendorf Centrifuge 5415C (Mississauga, Ontario, Canada). Une ulfracenfrifugeuse
Sorval (Newtown, Connecficut USA). Un compteur gamma Wallac (Turku, Rnland). Des capillaires
Drummond (Broomall, PA, USA). De l'Halothane-fluothane de chez Wyeth-Ayerst (Montréal, Canada). Un
étui à dissection.
3. Radioactivité
L'iode radioactive-125, sous forme d'iodure de sodium (Na''25|), provient de chez Amersham (Oakville,
Ontario, Canada), tandis que riode-131 (Na^^lj) ©t l'indium-lll (I''''ln) provient de chez NEN Dupont
(Pointe-Claire, Québec, Canada). Le détecteur radioactif, un compteur à puits à crystaux de NalfTI) jumelé
analyseur simple-canal, Ortec 449-2, débitmétre "log-lin" à fenêtre multiple, jumelé au HPLC, est d'une
conception locale. Le compteur gamma (g) est un compugamma LKB WALLAC 1282.
4. Peptides
L'analogue de la somatostatine, le MK-678, provient de chez Merck-Frosst (Kirkiand, Québec, Canada),
tandis que l'Hexarelin, un GHRP, et l'Antarelix, un analogue de la LHRH, sont une gracieuseté
d'Europeptide (Argenteuil, France).
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HA La Chimie
n.A. 1 lodination du MK-678
A. Principe
L'iodination se produit par l'oxydation d'un groupement aromatique qui s'effectue par un agent oxydant, tel
la chloramine-T (N-chloro-p-toluènesulfonamide) ou l'iodogène (1,3,4,6-Tetrachloro-3a-6a-
diphenylglycoluril), capturant ainsi un atome d'hydrogène. Cette dépouille laisse sur le groupement
cyclique une charge positive venant d'une déficience électronique. Le Nal, dans la solution environnante,
sut)it le même sort et forme de l'iode moléculaire (I2). Cette forme moléculaire d'iode, en solution aqueuse,
est en équilitxe avec une autre forme appelée iode hydraté {H20n (fiQ-13) Qui peut aussi réagir avec le
groupement phényl cible oxydé pour donner l'iodination recherchée. Au point de vue des acides aminés, le
substrat aromatique est le plus souvent la tyrosine, mais l'iodination peut se faire aussi sur l'histidine, la
tryptophane, la cystéine et la méthionine (Alexander et al., 1973).
I2 + H2O I- + H2O+
Rgure 13. Formule de la réaction de l'iode moléculaire dans une solution aqueuse.
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Figure 14. Stnicture et réaction du MK-678 à l'iode radoactive en présence d'un agent oxydant (Chloramine-T).
B. Technique
i) Chloramine-T;
A une solution de MK-678 {26 pg, 0.03 viruoie) dans 26 ]i\ d'eau a été ajouté de la chloramine-T (64 qg,
0.28 ïamole) dans 6.4 ^1 d'eau, un tampon phosphate pH 7.51M (10 ul) et de riodure-125 de sodium (500
ViCi) dans 25 ]il d'eau pH 9. La solution a été brassée pendant 10 minutes à 25 ° G et ensuite arrêtée avec
1 mg (4 umole) de thiosulfate de sodium dans 100 ul d'eau. Ensuite, la mixture a été injectée dans un
HPLC (0-18, Ultrasphère ODS, 5 um, Beckman), etéluée à 1 ml par minute avec de l'eau (0.05% TFA)
(S0I.A) et de l'acétonitrile (0.05% TFA) (sol.B) avec le gradient suivant 0-10 min. (100% sol A), 10-40 min.
(gradient), 40 min. et plus (100% sol.B). Le détecteur u.v. a été ^usté pour détecter à 279 nm à une
amplitude de 0.02 aufs, et le détecteur radioactif, pour une détection énergétique du Nai25i de 35 KeV à
une intensité de 3X10^. Les deux détecteurs donne leur détection sur une table graphique à deux traceurs.
L'analogue marqué a été collecté, évaporé sous un jet d'azote et dilué dans un volume précis (tout
dépendant des besoins de l'étude) de PBS (pH 7.4) (pour les besoins donnés d'une étude) et trois
échantillons de 1 % de la solution ont été comptés par un compteur à scintillation.
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n.A.2 Synthèse de L'Hexarelin iodé
A. Principe
(voir section IIA1)
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Rgure 15. Structure et réaction de l'Hexareline à i'iode-125 en présence d'un agent oxydant; la chioramine-T.
B. Technique
i) ChloramineT:
A une solution d'Hexareiin (26 pg, 0.03 pmoie) dans 26 pi d'eau a été ajouté de la ctiioramine-T (64 pg,
0.28 pmole) dans 6.4 pi d'eau, un tampon ptiospliate pH 7.51M (10 pi) et de l'iodure125 de sodium (500
pCi) dans 25 pi d'eau pH 9. solution a été lirassée pendant 10 minutes à 25 ° C, et ensuite arrêté avec
1 mg (4 pmole) de thiosulfate de sodium dans 100 pi d'eau. Ensuite, la mixture a été injectée dans un
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HPLC (C-18, Ultrasphère ODS, 5 iim, Beckman), et éluée à 1 ml par minute avec de l'eau (0.05% TFA)
(S0I.A) et de racétonitrile (0.05% TFA) (sol.B) avec le gradient suivant 0-10 min. (100% S0I.A), 10-40 min.
(gradient), 40 min. et plus (100% sol.B). Le détecteur u.v. a été ajusté pour détecter à 279 nm, et le
détecteur radioactif, pour une détection énergétique du Na''25| de 35 kev. Les deux détecteurs ont donné
leur détection sur une table graphique à deux traceurs. Les pics radioactif élués à 30.4 et 31.2 minutes
ont été collectés, évaporés sous un jet d'azote, et dilués dans 2 ml de PBS pH 7.4 et des échantillons, en
triplicata, de 1 % de la solution ont été comptés à l'aide d'un compteur à scintillation.
n.A.3 Synthèse de l'Antarelix iodé
A. Principe
(voir section II Al)
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Rgure 16. Stnjcture et réaction de l'Antarelix à riode-125 en présence cfun agent oxydant; i'iodogène ou la
chloramine-T.
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B. Technique
i) Chloramine-T
A une solution d'Antarelix (44 ^g, 0.03 pmole) dans 44 u! d'eau a été ajoutée de la chloramine-T (64 lag,
0.28 viniole) dans 6.4 vil d'eau, un tampon phosphate pH 7.5 1M (10 ^1) et de l'iodure 125 de sodium (500
uCi) dans 25 ]i\ d'eau pH 9. La solution a été Ixassée pendant 10 minutes à 25 " C, et ensuite arrêtée
avec 1 mg (4 pnwle) de thiosulfate de sodium dans 100 vil d'eau. Ensuite, la mixture a été injectée dans
un HPLC (C-18, Ultrasphère ODS, 5 ym, Beckman) etéluée à 1 ml par minute avec de l'eau (0.05% TFA)
(S0I.A) et de l'acétonitrile (0.05% TFA) (sol.B) avec le gradient suivant: 0-10 min. (100% sol A), 10-40 min.
(gradient), 40 min. et plus (100% sol.B). Le détecteur u.v. a été ajusté pour détecter à 267 nm et le
détecteur radioactif, pour une détection énergétique du Na^25| (j© 35 keV. Les deux détecteurs ont donné
leurs détections sur une table graphique à deux traceurs. Le Na''25| a été élué à 2.6 min., la chloramine-T
à 2.0 min., l'Antarelix seul à 26.8 min. et l'Antarelix marqué à 32.4 min. Ces derniers pics ont été collectés,
évaporés sous un jet d'air et dilués dans 2 ml de PBS pH 7.4 et trois échantillons de 1 % de la solution ont
été comptés avec un compteur à scintillation. Le rendement a été de 21% (104 yCi).
ii) lodogène
Dans des tubes eppendorf, 1 ml d'une solution de 1 mg/ml d'iodogène (1,2,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphenyl
glycoluril) dans du chloroforme a été agitée vigoureusement et le chloroforme évaporé sous un jet d'azote.
Dans un tube recouvert d'une mince couche de l'agent oxydant, une solution (60 yl) d'eau et de tampon
phosphate 1M (pH ~ 7.5) (v/v) contenant l'Antarelix (30 yg, 0.02 ymole) et de riodure-125 de sodium (500
yCi) dans 30 yl d'eau pH 9, ont été ajoutés. La solution a été brassée pendant 10 minutes à 25 * G. La
mixture a été injectée dans un HPLC et éluée à -1 ml par minute avec de l'eau (0.05% TFA) (S0I.A) et de
l'acétonitrile (0.05% TFA) (sol.B) avec le gradient suivant de 25 à 40% de la sol.B sur 60 minutes. Le
détecteur u.v. a été ajusté pour détecter à 230 nm et ce signal a été enregistré sur une table graphique. De
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plus, pour bien isoler chaque produit, des échantillons de 0.5 ml ont été collectés à intervalles de 30
secondes. Les tractions ont ensuite été lues sur un spectrophotomètre pour une détection u.v. à 280 nm
(longueur cTonde d'absorption maximale de la phénylalanine), et des échantillons de ces fractions ont été
comptés en triplicata à l'aide d'un compteur à scintillations. Le pic majeur élué à 47.5 minutes a été ^
collecté, évaporé sous un jet d'azote (après addition de 100 pi de PBS), et gardé à 4 "C sous forme de sel.
Avant utilisation, le produit a été dissout dans un volume connu d'eau, et trois échantillons de 1 % de la
solution ont été comptés avec un compteur à scintillation.
n.A.4 [lllln]-DTPA-Hexarelin
A. Principe
L'acide diéthylénetriaminepentaacétique (DTPA) sert de chélateur à l'Hexareline pour lui attacher l'isotope
radioactif, l'indium-l 11. Le DTPA doit d'abord être jumelé au peptide avant d'y insérer l'indium. Le DTPA
possède cinq groupes carboxyl (fig. 17) qui peuvent réagir avec des groupes aminés retrouvés sur le
peptide. Cette réaction est spontanée dans un solvant organique lorsque le DTPA est sous forme
dianhydreux.
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Figure 17. Stmcture et réaction de i'Hexareline à l'acide cSéthylenetriamine pentaacètique (DTPA) cOanhydreux en
soiution de cSméthyiformamide (DMF). Trois produits majeurs hypothétic^ies. D'autres peuvent être obtenus
incluant des chaînes continues de peptides et de DTPA.
B. Technique
Dans un tube de borosilice, 500 ug (0.56 iimole) d'Hexareline dans 100 pi de DMF ont été insérés et un
excès de DTPA dianhydreux (lOx; 2.0 mg) a été ajouté. La soiution a été laissée pendant 24 heures à TPN
(20 - 25 'C; 1 atm.) en agitant constaminent La solution de DMF a ensuite été évaporée sous un jet d'air
et resolubilisée dans une solution (feau. La solution a été filtrée sur un filtre de 0.45 pm Millex-HV de chez
Millipore (Bedford, MA, USA). Le filtré a ensuite été réduit de volume par évaporation et injecté sur HPLC.
Les fractions ont été récoltées sous un gradient de 20 à 50% acétonitiile (0.05% TFA) dans de l'eau
(0.05% TFA) sur 60 minutes. Les pics majeurs ne correspondant pas à I'Hexareline non réagi ont été
réévaporés (pour éliminer le solvant organique et le TFA) et resolubilisés dans 200 pi de tampon acétate
(10 mM; pH 6.5) pré-traité au Chelex. L'indium-111 (500 pCi) a ensuite été ajouté et la solution a été
27
laissée de 30 minutes à 2 heures en brassant de temps en temps. Le méiange a été injecté sur HPLC et
les fractions radioactives ont été récoltées. Pour la dernière fois, les fractions ont été évaporées et
resolubilisées dans du PBS (pH 7.5) (10-30% DMF) près pour injection.
n.A.5 Synthèse du complexe Hexarelin-B&H
A. Principe
Le substrat de Bolton et Hunter (B&H) fburnit une alternative pour le radiomarquage des peptides, où la
tyrosine est absente de la séquence ou parce qu'elle est importante pour l'activité biologique (Gaudriault et
Vincent, 1992). Le produit B&H possède un groupement réactif que l'on nomme ester activé, qui peut se
jumeler à des groupements aminés souvent retrouvés chez les peptides (lysine). Le groupement B&H doit
être iodé avant même que son insertion soit effectuée dans une molécule.
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Rgure 18. Structures et réactions du sitostrats B&H avec riocle-125 et du produit iodé avec i'Hexareiine.
B. Technique
Dans un tube de borosilice, 1 mg (4 ïamole) de produit de Bolton and Hunter (B&H) et 1 mg de chloramine-
T (4.1 qmole) ont été dilués dans 150 qi d'eau. On y a ajouté 0.5 à 1.5 mCi d'iodure de sodium (Na125i,
Na^31i) dans 50 iil d'eau (pH 9) et 35 qi de tampon phosphate 50 mM (pH 7.5). Après incubation (10-15
minutes) de la solution à TPN, 200 ql d'une solution de 50 % acétonitrile (0.05% TFA) ont été introduits
pour arrêter la réaction. Le mélange a ensuite été injecté sur HPLC pour séparer et récolter les fractions.
Les tractions radioactives ont ensuite été évaporées et 0.5 mg d'Hexareline a été ajouté dans 50 ql de
tampon Ijorate/phosphate 50 mM (pH 7.5). Le mélange a été laissé pendant 1 à 2 heures. La réaction a
été arrêtée avec 200 ql d'une solution de 50 % acétonitrile (0.05% TFA) et le tout a été purifié par HPLC
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sous un gradient de 0 à 40% de la sol. B (100% acétonitrile: 0.05% TFA) dans la sol. A (100% H2O; 0.05%
TFA) sur les 40 premières minutes, et de 40 à 60% de sol. B dans la sol. A sur les 10 cternières minutes.
Finalement les fractions radioactives ont été récoltées, év^rées et resolubilisées dans de l'eau ou PBS.
n.A.6 Hexarelin-Dextran
A. Principe
Le dextran (Dx) est une molécule possédant des groupements hydroxyls qui, par la réaction au periodate
de sodium, deviennent des aldéhydes (1) prêtes à réagir aux aminés libres disponibles sur le peptide (2) et
former un complexe Hexarelin-Dextran stable après réaction au cyanoborohydride de sodium (3.) (fig. 19).
Étant donné que le dextran est bien connu pour sa facilité à lier le ^ smic, le complexe peptidique peut lui
aussi être lié à cet isotope et faire du produit Hexareline-Dextran, un agent d'imagerie.
o
1. Dx-OH + NaI04 *' Dx-â-H
O
2. Dx-C-H + NHz-R ^ Dx-CH=N-R
3. Dx-CH=N-R + NaCNBHs »- Dx-CHz-NH-R
Figure 19. Schéma de la transformation du dextran à la forme liée au peptide. Formation des groupements
aldéhydes (1); réaction des aldéhydes aux aminés pepticSques (2); réduction des doutries liens et formation cTun
produit staûe (3).
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B. Techniques
A une solution de 1 mM (10 mg) de dextran T-10 (Pharmacia Biotech) dans 1 ml de tampon acétate (0.1 M;
pH 5.5) a été ajoutés 6 mg (28.1 pmole) de periodate de sodium. La mixture a été incubée 24 heures à
TPN dans le noir. Le mélange a ensuite été passé sur une colonne PD-10 (Séphadex G-25) équilibrée au
préalable avec 0.2M d'un tampon phosphate (pH 6.0). La fraction 4 contenant le plus de dextran (fig. 31) a
été incubée à 1 mg d'Hexareline dans 1 ml de tampon phosphate (pH 6.0). Une seconde incubation de 24
heures, sous agitation continue à 5 *C dans la noirceur, a été appliquée. À la fin de la période
d'incubation, 1.8 mg de cyanoborohydride de sodium dans 100 pi de tampon phosphate (0.2M: pH 6.0; 0.1
M de glycine) a été ajouté et laissé pendant 3 heures supplémentaires (traitement réductif). La mixture
finale a été purifiée sur une colonne PD-10 dans un tampon phosphate (0.2M: pH 6.0). Des fractions de 1
ml ont été récoltées et chaque fraction a été analysée pour sa densité optique à 280 nm sur un
spectrophotométre Hitachi U-2000 (Tokyo, Japon) et sur plaque chromatographique à couche mince (TLC)
brûlée à l'acide sulfurique et cuit sur plaque chauffante.
n.A.7 Synthèse du complexe 11 lln-Antarelix
A. Principe
L'indium-111 a besoin de 3 groupements aminés (3 azote "N") pour obtenir une liaison solide. Le N-
terminal de l'Antarelix possède ces trois groupements aminés qui, sous une forme tridimensionnelle, peut
former une structure pouvant recevoir l'indium. Le peptide doit donc être poussé à former la structure
désirée pour y insérer l'isotope lors de la période réactive.
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Rgure 20. Modèle du marquage direct de i'Antareiix à i'indium-111.
B. Technique
À 500 ]iC\ d'inclium-111 évaporé sous azote, 100 ql (100 pg) d'Antarelix dans du DMF ont été ajoutés. La
réaction a été laissée à TPN pendant 24 heures, elle a ensuite été évaporée et resolut)ilisée dans de l'eau
pour fin de purification sur HPLC sous un gradient de 20 à 60% d'acétonitrile (0.05% IRA) dans de l'eau
(0.05% TFA) sur 60 minutes. Les pics radioactifs ont été récoltés, évaporés et resolubilisés dans un
solvant injectable in vivo (eau ou mélange d'eau et de DMF).
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II.B La biologie
1. Culture cellulaire
Dans des flacons de culture cellulaire ayant une surface de 75 cm^, des cellules EMT-6 ont été implantées
avec 10-15 ml de milieu de culture cellulaire Waymouth complet (10% NCS, 1% pénicilline, 1% glutamine).
Une fois les flacons à confluences, le milieu de culture cellulaire a été retiré par succion de vacuum, les
cellules ont été rincées une à deux fois avec du PBS et ensuite traitées dans 5-10 ml de verséne (PBS et
lOmM EDTA). Après incubation de 10-15 minutes à 37 * C, la solution de verséne a bien été agitée à l'aide
d'une pipette afin de décoller au maximum les cellules de la surface des flacons. La solution cellulaire a
ensuite été transférée dans un tube à culture cellulaire de 50 ml, centrifugée à -500 g pendant 10 minutes,
rincée de nouveau avec un volume égal de PBS, recentrifugée et un volume calculé de milieu de culture
cellulaire complet a été ajouté afin d'obtenir la concentration de cellules voulue pour les besoins de
l'expérience.
Dans le cas des cellules MCF-7, le milieu utilisé a été le MEM (minimum essentiel médium) complété de 10
% de NCS, 1 % de pénicilline, 1 % insuline, 1 % pyruvate de sodium.
2. Étude pharmacocinétique
Les souris ont été inoculées à raison d'une injection par cuisse de 2x10^ (50 pi) cellules tumorales EMT-6,
au niveau intradermique. Après un minimum de dix jours d'incubation, les souris ont éfé injectées avec 200
pi soit de '•25|.mk-678 (172 pCi), de 125i-Hexarelin (0.13 pCi), de ''25|.Antarelix (1.4 pCi), ou de ['■'■''in-
DTPAj-Hexarelin (20-101 pCi) par la veine caudale. Lors de la biodistribution, un nombre égal de souris a
été sacrifié à différents intervalles de temps (passant de 30 min. à 24 heures) afin d'identifier les tissus
cibles du produit marqué par rapport au temps.
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Pour ce qui est de la ciairance sanguine, d'autres souris ont aussi été injectées avec 200 ^ 1 de produit
radioactif. Des échantillons sanguins ont été prélevés après llnjection au niveau ocdpital à l'aide de
microcapillaires, à des temps variants de 2 min. à 24 heures. Ces derniers ont été centrifugés, le plasma
séparé, pesé et compté pour la contenance en radioactivité.
De plus, pour mesurer la cinétique d'excrétion des peptides radioactifs, d'autres souris ont encore une fois
été pesées et injectées avec la forme radioactive du produit Bles ont ensuite été placées individuellement
dans des cages où du papier absorbant recouvert de moustiquaire servaient respectivement de collecteurs
pour l'urine et pour les selles. Le papier a ensuite été récolté et introduit dans des tubes. De plus, les
selles ont été récoltées et elles aussi, insérées dans des tubes. Le tout a ensuite été compté par le
compugamma (fig. 21). Cette mesure a été répétée à 24,48 et 72 heures après l'injection pour un même
animal (n = 3 ou 4).
Compteur r
^—■ -—-
m 3
ScRet
Uftoe
Rgure 21. Schéma de la méthode élaborée pour les études d'excrétion chez la souris.
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3. Étude in vitro
i) Liaison des récepteurs sur cellules vivantes
L'analogue iodé de la LHRH a été testé en pétri pour son activité à se lier spécifiquenient aux récepteurs de
GnRH. Pour chaque essai, le temps d'incul)ation, la quantité d'analogue iodé et la quantité de cellules, ou
la concentration de protéines, ont été déterminés afin d'optimiser les résultats. La convention étal)lie a été
d'utiliser en moyenne; 10® cellules, 10® cpm et de pratiquer les teste à A'C pendant 90 minutes. Pour les
essais en pétri, les cellules à 80-90% confluantes ont été rincées 2 fois avec du PBS (pH ~7.4) et une
troisième fois avec du Hank's Balanced Sait Solution (pH ~7.4; 20 mM HEPES; 2% BSA) (HBSSa). Après
avoir bien retiré la solution de rinçage par vacuum, 1 ml d'une solution d'incubation comprenant l'analogue
iodé, 0.2% BSA, et la présence ou non de l'analogue non iodé dans du HBSS (pH -7.4; 20 mM HEPES) a
été ajouté dans les pétris. La présence de l'analogue non iodé correspond aux études de liaison non
spécifique (NS), et l'absence d'analogue non iodé correspond aux études de liaison spécifique (Bt). Une
fois la période d'incubation terminée, 2 ml de la solution de rinçage HBSSa ont été reyoutés, et rétirés par
vacuum, pour terminer la réaction. Les pétris ont été rincés une dernière fois avec le même volume, et
cette demière solution a aussi été retirée par vacuum. Pour récolter les cellules, un bâtonnet de
caoutchouc a été utilisé pour gratter et décoller les cellules des plaques. Une fois grattés, les pétris ont
ensuite été rincés avec 1 ml de HBSSa ainsi que le bâtonnet et la solution de cellules récoltées à l'aide
d'une micropipette 1000. La solution a été transférée dans des tubes eppendorf (5 ml) en polypropylène,
centrifugée à -12000 g pendant 5-10 minutes, et comptée sur compteur gamma. Tous les teste ont été
faite en triplicata.
il) Liaison aux récepteurs pour les fractions membranaires
La méthode utilisée est semblable à celle retrouvée en i). Au lieu d'utiliser des cellules vivantes, ces
dernières ont été pemnéabilisées par la méthode du gel-dégel ou de celle de l'homogénéisateur Dounce ou
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des deux ensembles. Le gel-dégel consiste à refroidir les cellules instantanément à -180 ®C (dans de
l'azote liquide) et de les réchauffer à 37 ®C immédiatement après cristallisation complète. Cette
manipulation a été répéfêe de 3 à 4 fois et le produit a ensuite été centrifugé. La méthode de
l'homogénéisateur Dounce consiste à forcer les cellules à se briser par la formation d'un semi-vide et par la
force mécanique obtenue lors du passage des cellules entre les deux parois de verre du piston. Pour une
meilleure optimisation du système, les deux méthodes peuvent être couplées et optimisées davantage par
l'utilisation d'une solution hypotonique. Donc, les cellules sont rincées avec du PBS, centrifugées,
resuspendues dans un tampon Tris-HC110 mM (pH 7.6; 0.3M sucrose; 1 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol; 1
mM PMSF) et soumises au traitement du gel-dégel. La solution cellulaire a immédiatement été incorporée
dans un homogénéisateur Dounce refroidi entre G et 4 ®C et soumis à 8 coups de piston. La solution a
ensuite été insérée dans un tube à ultracentrifugeuse et centrifugée à 1000 g pendant 10 minutes afin de
séparer les débris cellulaires du cytosol. Le surnageant a alors été retiré et le culot resuspendu dans 10 ml
de tampon Tris-HCi 10 mM (pH 7.6; 0.3M sucrose; 1 mM MgCl2; 1 mM dithiothreitol) et ultracentrifugé à
30000 g pendant 20 à 30 minutes. Le sumageant a de nouveau été retiré et les restes cellulaires ont été
resuspendus une dernière fois dans le nrême tampon. La concentration de protéines a été déterminée par
la méthode Bio-Rad (Mississauga, Ontario, Canada), et les fractions membranaires ont été séparées en
échantillons de 0.1 ml et congelés à -20 'C jusqu'à leur utilisation.
Dans chaque essai, de 50-70 vig de protéines ont été utilisés dans un volume final de 350 ]i\ dans des
tubes eppendorfe en polypropylène traités une heure au préalable avec une solution de 1-2% BSA. Les
essais Bt et NS ont été faits à 4 'C, ou à la température de la pièce, pendant 90 minutes dans une solution
Tris-HC110 mM (pH 7.6; 0.3M sucrose; 1 mM MgCi2; 1 mM dithiothreitol). Après l'incubation, les tubes ont
été centrifugés à 12000 g pendant 10 minutes, le surnageant retiré par vacuum, et les culots comptés sur
compteur gamma. Les essais ont tous été faits en triplicata.
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iii) Études radioimmunologiques (RIA)
Tous les tests de RIA ont été faite par la méthode de Roumi état. (1995) développée dans le lalx)ratoire du
Dr. Huy Ong à la faculté de pharmacie de l'Université de Montréal.
ILC Autres
n.C. 1 Stockage des fractions purifiées par HPLC
Une fois la fraction désirée récoltée, 100 ml de PBS ont été ajoutés à la solution et cette dernière a ensuite
été placée sous un jet d'azote (ou d'argon) afin d'assécher le liquide dans lequel se trouve le produit
(habituellement eau, acétonitrile et acide trifluoroacétique). Une fois le volume évaporé, le produit lié au sel
du PBS peut être gardé à 4 *C pendant plusieurs semaines, voir même des nrais.
Lors de l'utilisation du produit, le complexe a été dissout dans un volume connu d'eau, ou dans un mélange
d'eau et d'une solution organique (DMF, CH3CN) chez certains produite plus hydrophobes, tel l'Hexarelin-
DTPA.
n.C.2 Stabilité des produits en solution
Afin de vérifier si les produite en solution dans la chambre froide peuvent être gardés un certain temps sans
quil y ait dégradation chimique ou enzymatique, les produite ont été soumis à un test sur chromatographe à
couche mince.
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Technique
Un échantillon de la fraction a été appliquée, à l'aide d'un capillaire de verre, sur une plaque
chromatographique à couche mince (TLC). Une fois l'échantillon bien séché, le TLC a été placé dans un
contenant où se trouve la solution de migration (PBS). Lorsque celle-ci a été terminée, le TLC a été coupé
en plusieurs endroits et les fractions ont été comptées individuellement dans un compteur gamma. La
stabilité du produit a été déterminée grâce à la position où l'on retrouve la radioactivité, généralement
différente entre celles liées et celles complexées à une molécule quelconque, toujours relativement aux
solution de migration utilisées (fig. 22).
Wm iÊmuSiÊmmW^Ê
Compteur y
Rgure 22. Schéma de la méthode cTanaiyse de chromatographie à couche mince.
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III. Résultats
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ni. Résultats
III.A Études chimiques
Purification par Chromatographie Liquide à Haute Performance (HPLC)
La chromatographie a été effectuée par la méthode analytique, sur une colonne C-18 delta-pack de chez
Waters piford, MA, USA) (sauf dans III.A.1, IIIA2 et IIIA5, où la chromatographie a été effectuée sur une
colonne C-18, Ultrasphere ODS, 5 pm, de chez Beckman (Mississauga, Ontario, Canada)) en présence
d'une concentration de 0.05% d'acide trifluoroacétique (TFA), échelonnée sur une période d'environ
soixante minutes. Un détecteur d'absorption UVA/IS et un détecteur radioactif ont été jumelés au système
de HPLC afin d'analyser les produits obtenus.
m.A. 1 Purification du MK-678 iodé
Le MK-678 a été purifié par HPLC avec le gradient d'acétonitrile et d'eau dans (0.05% TFA) comme suit: 0-
10 min., 100 % eau; 10-40 min., gradient de 1 % acétonitrile par minute; 40-60 min., 100 % acétonitrile. La
détection optique a été effectuée dans l'UV à une longueur d'onde de 279 nm, à une intensité de 0.02 aufs
et dans le spectre radioactif, à une sensibilité égale à 3X1O^. Les pics A, B, C et D correspondent
respectivement à la chloramine-T, au MK-678, au Na^25| et au ^ 25|.mk-678 (fig. 23). Le Na''25| a été élué
à 3.2 min., la chloramine-T à 9.4 min., MK-678 seule à 26 min. et le MK-678 marqué à 30.4 min. Le
rendement retrouvé de l'iodination au MK-678, sur la quantité initiale d'iode, est de 16% (82 pCi).
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Rgure 23. Chromatogramme de HPLC du MK-678 et de ses dérivés icxlés.
ni.A. 2 Purification de l'Hexarelin iodé
La chromatographie (fig. 24) a été effectuée à l'aide d'une solution A (100% eau; 0.05% TFA) et d'une
solution B (100% acétonitrile; 0.05% TFA). L'élution a été faite comnie suit: 0-10 min., 100% sol. A; 10-40
min., gradient de 1% sol. B par min.; 40-60 min., 100% de la solution B. Le débit était de 1 ml/min. La
détection a donné quatre pics majeurs soit, en A, la chloramine-T (2.4 min.) et autres rebuts comme les
sels; en B, l'absorption UV de l'Hexarelin (32.8 min.) et des autres formes d'Hexarelin (vérification de la
pureté initiale de l'Hexareline a été faite au préalable): en C, la radioactivité détectée du Na125| (3.2 min.);
et en D, la radioactivité détectée de différents produits marqués obtenus (30.4 et 31.2 min.). Le rendement
retrouvé de l'iodination à l'Hexareline, sur la quantité initiale d'iode, est de 6% (30 uCi). Les résultats
représentés en B pourraient indiquer une dégradation du peptide. La discussion est d'ailleurs axée sur
cette possibilité.
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Figure 24. Chromatogramme de HPLC de l'Hexarelin et de ses dérivés iodés.
m.A. 3 Purification de l'Antarelix iodé à l'iodogène
Les fractions récoltées à toutes les 30 secondes (fig. 25) ont toutes été lues sur un spectrophotomètre,
pour la détection optique et des échantillons de 1 % (en triplicata) ont été comptés sur un compteur à
scintillation pour la détection radioactive. Le Na''25| a été élué à 3.5 minutes, l'Antarelix seul à 38 minutes,
et l'Antarelix marqué à 47.5,51 et 54 minutes après injection de la solution de réaction dans le système.
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Figure 25. Chromatographie liquide de haute performance (HPLC) de l'Antarelix et de ces analogues iodés. Élution
de 25% à 40% acétonitrile (0.05% TFA) dans eau (0.05% TFA) sur 60 minutes. Débit de 1 mi/minute. Des fractions
ont été récoltées à chaque 30 secondes et diluées dans 0.5 mi cfeau.
Trois pics radioactifs ont été détectés très près l'un de l'autre. Ces pics peuvent représenter la forme
monoiodée du peptide (le pic majeur; 47.5 min.), la forme diiodée (le suivant; 51 min.), et un marquage
tertiaire inconnu qui peut représenter l'iodination à un autre site qu'à la tyrosine, ou une conformation
tridimensionnelle de plus haute énergie autre que celle retrouvée habituellement. Étant donné que les
conditions favorisent la monoiodination sur la diiodination (voir section IV), le plus important des deux pics
est, sans doute, la forme monoiodée de l'Antarelix. Le rendement de l'iodination de l'Antarelix sur la
quantité d'iode initiale était de 28% (140 piCi). En moyenne le rendement était de 25% après 10 minutes
de réaction, passant à 33% après 60 minutes avec une nette augmentation de la quantité de produit
secondaire diiodé.
43
ni.A.4 Purification de 1' [ 111 In] -DTFA-Hexarelin
i) Hexarelin-DTPA avant radioliaison
Le chromatogramme (fig. 26) montre bien les produits formés après réaction de l'Hexarelin et du DTPA
dans le DMF. L'Hexarelin non réagi a été élué à 24 min. et le{s) produits majeurs ont été retrouvés à 31
min. et 43 min. La fraction éluée à 31 minutes, représente deux pics superposés (voir section suivante),
qui, selon des critères de dimension et de probabilifé de liaison, sont les formes monoliées. Celle à 43
minutes représente, selon les mêmes critères, la forme diliée. Grâce à l'excédant du substrat DTPA, les
autres possibilités de réaction (+) ont grandement été diminuées. La forme majoritaire est traitée de façon
à être utilisée pour les études biologiques.
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Rgure 26. HPLC de l'Hexarelin lié au DTPA effectué sur 60 minutes, de 20% à 50% acétonitrile (0.05% IRA) dans de
l'eau (0.05% TFA). Les fractions réagies et récoltées ont été retrouvées à 31 minutes (r pic majeur) et à 43 minutes
(2" pic majeur). L'Hexarelin non réagi a été retrouvé à 24 minutes.
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ii) Hexarelin- [ ' " In-DTPA] après radioliaison
Fraction 1
Le marquage à rindium-111 de la fraction 1 (31 minute) s'est fait avec un grand rendement (-43%). Le
chromatogramme du HPLC (fig. 27) montre très l)ien la liaison de l'indium radioactive au complexe
Hexarelin-DTPA. Les deux pics radioactifë montrent un dédoublement de la fraction récoltée. Cette dualité
a été confirmée par une seconde chromatographie plus étirée dans son gradient (20 à 50% de la sol. B sur
100 minutes: résultats non présentés) et signifierait la présence de deux isomères où la molécule de DTPA
serait liée, en un cas, à la position a (pic radioactif mineur), et hypothétiquement dans l'autre, à la position e
(pic radioactif majeur) (Langone, 1989). Le plus important des deux pics est sans doute celui qui indique le
produit du peptide lié au DTPA à la position e (la lysine), et l'autre, celui lié en position a (la terminaison
aminé).
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Rgure 27. Chromatogramme du marquage à l'indium 111 du pic 1 élué à 31 minutes.
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Fraction 2
La liaison radioactive à la fraction 2 (43 minutes) a, ici aussi, été très apprèciat)le (rendement ~ 48%) et
avec une concentration radioactive sensiblement égale à celle obtenue pour la fraction 1 (fig. 28). Dans ce
cas si, la forme ctiélatée du peptide est traitée comme celle possédant deux DTPA par molécule. Ce qui
pourrait expliquer le bas niveau d'absorption u.v. détecté malgré la forte radioactivité présente.
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Rgure 28. Chromatogramme du marquage à l'indium-l 11 du pic 2 élué à 43 minutes.
ni.A. 5 Purification de l'Hexarelin-B&H
A. Chimie
La purification du produit d'Hexarelin lié au B&H (fig. 29) a été faite par un gradient de 0-40% d'une solution
B (100% acétonitrile: 0.05% IRA) dans la sol. A (100% H20:0.05% IRA) sur 40 minutes et de 40 à 60% de
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la sol. B sur les 10 minutes suivantes à un détxt de 0.5 ml/min sur le HPLC sur une colonne Ultrasphère
ODS, 5 pm C-18 à phase renversée. On peut lire en 1, le B&H non réagi; en 2, l'Hexarelin; en 3,4 et 5, les
différents produits de la réaction de chélation (Hexarelin vs B&H). Ces fractions ont été récoltées et
évaporées pour ensuite être testées par la méthode radioimmunologique de Roumi (1995) afin d'identifier
le site de liaison du chélateur sur l'Hexarelin. Le détecteur u.v. ajusté pour une détection à 280 nm (0.08
aufs) et le détecteur radioactif à une sensibilité égale à 10^.
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Figure 29. Chromàtogramme HPLC de la réaction de l'Hexarelin et du B&H.
in.A.6 Purification du Hexarelin -Dextran
La séparation du complexe Dextran-Hexarelin a été faite sur une colonne chromatographique traditionnelle
PD-10 (Sephadex G-25), éluée avec un tampon phosphate. Les fractions ont toutes été analysées sur un
spectrophotométre à 280 nm et les données recueillies pour les fractions contenant le dextran ont été
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obtenues grâce aux observations quantitatives colorimétriques sur plaque chromatographique à couche
mine (TLC) brûlée à l'acide sulfurique. Celles possédant une absorption UV indiquent la présence du
peptide et celles indiquant un changement de couleur (intensité) montrent la présence de dextran. Lorsque
les deux phénomènes sont observés, nous avons le produit Hexarelin-Dextran (fig. 19).
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Rgure 30. Séparation sur colonne PD-10 des substrats et des produits liés de la réaction de i'Hexarelin et du Dextran.
La figure 30 montre une bonne purification du peptide lié par rapport au peptide libre. La juxtaposition de la
courbe Hexa-Dextran et de celle du Dextran libre, ne dérangera en rien la validité des tests de RIA. La
particularité des colonnes PD-10 sont leurs nombreuses micropores qui coincent les molécules de petites
dimensions laissant les plus grosses éluer plus rapidement de façon prioritaire, phénomène directement
relié à leurs tailles (les plus grosses sont les premières à être éluées).
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III.A.7 Purification de !'[ m In] -Antarelix
Les résultate chromatographiques (fig. 31) ont montré une Iwnne chélation de l'indium-lll à la molécule
peptidique. Le modèle suggéré à la figure 20, un modèle de marquage directe sans chélateur, pourrait être
le produit détecté. Cependant, la reproductitMlité étant de mise, les résultats n'ont pu être répétés et le
modèle doit être rejeté.
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Rgure 31. Chromatogramme HPLC sur colonne C-4 delta-pack de l'Antarelix marqué à rindium-lli. Résultats non
reproduits.
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III.B Études biologiques du 125i-jviK-678
i) Biodistribution
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Rgure 32. Biodstribution du ''25|-mK-678 chez la souris Baiis/C mâle à différents tenps après injection.
Tableau 1. Résultats numérique de la biodstribution du ^25|.^^k.b78 chez la souris mâle Balb/C.
30 minutes 1 heure 3 heures 6 heures 12 heures 24 heures
Tissus % Dl/g ± esm % Dl/g ± esm % Dl/g ± esm % Dl/g ± esm % Dl/g ± esm % Dl/g ± esm
sang 1.39 ± 0,17 0,58 ± 0,00 0,21 ± 0,06 0,12 ± 0,08 0,01 ± 0,00 0,03 ± 0,01
plasma 2,25 ± 0,26 0,84 ± 0,01 0,22 ± 0,12 0,14 ± 0,11 0,01 ± 0,00 0,04 ± 0,02
coeur 0,43 ± 0,03 0,21 ± 0,01 0,07 ± 0,03 0,04 ± 0,03 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,01
poumons 3,61 ± 0,67 1,15 ± 0,10 1,14 ± 0,55 0,50 ± 0,31 0,09 ± 0,02 0,37 ± 0,06
thyroïdes 1Z58 ± 6,95 21,93 ± 11,27 12,63 ± 7,20 24,63 ± 23,22 nd 79,99 ± 20,81
panaéas 1,14 ± 0,02 0,73 ± 0,12 0,27 ± 0,11 0,16 ± 0,11 0,02 ± 0,00 0,10 ± 0,02
rate 0,72 ± 0,09 0,51 ± 0,05 0,23 ± 0,09 0,17 ± 0,12 0,03 ± 0,00 0,37 ± 0,06
surrénales 1,32 ± 0,42 0,43 ± 0,10 0,44 ± 0,34 0,12 ± 0,12 0,00 ± 0,00 0,28 ± 0,12
rein 2,56 ± 0,17 2,14 ± 0,27 1,10 ± 0,41 0,76 ± 0,42 0,16 ± 0,01 0,52 ± 0,08
ves. biiaire 323,48 ± 13,46 299,72 ± 173,53 96,84 ± 55,89 43,99 ± 43,20 0,01 ± 0,00 0,39 ± 0,06
foie 7,23 ± 0,15 Z91 ± 0,42 1,22 ± 0,43 0,98 ± 0,50 0,43 ± 0,07 1,15 ± 0,19
estomac 19,37 ± 6,32 18,37 ± 14,17 4,68 ± 2,66 1,41 ± 0,70 0,07 ± 0,00 0,20 ± 0,08
Intestin 1 42,46 ± 16,10 54,29 ± Z18 5,07 ± 0,86 1,56 ± 0,33 0,11 ± 0,02 0,30 ± 0,25
coloni 0,33 ± 0,04 13,18 ± 12,82 81,68 ± 13,30 4Z54 ± 7,76 0,71 ± 0,36 0,64 ± 0,50
peau 0,98 ± 0,13 0,40 ± 0,00 0,16 ± 0,05 0,12 ± 0,03 0,02 ± 0,00 0,05 dk 0,02
tuneur 0,88 ± 0,35 0,55 ± 0,06 0,25 ± 0,13 0,13 ± 0,10 0,02 ± 0,00 0,19 ± 0,04
muscle 0,28 ± 0,06 0,10 ± 0,00 0,04 ± 0,02 0,03 ± 0,02 0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,01
cerveau 0,04 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
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L'analogue iodé de la somatostatine, ^ ^l-MK-678, a été injecté in vivo chez la souris Balb/C et plusieurs
tissus ont été récoltés afin d'obtenir des données de localisation du produit dans le temps. La
biodistribution (fig. 32, tab. 1) montre bien; par le niveau de radioactivité de la thyroïde, que la
radioiodination du produit est relativement stable in vivo (< 2.0 % d.i. tout au long de l'étude, tandis qu'elle
est près de 100% pour le Na^^l pure (résultats non présentés)); par le niveau de radioactivité de la
vésicule biliaire, que le complexe est en grande partie éliminé via les selles entre 6 et 12 heures après
l'injection (a.i.); par le niveau de radioactivité de la tumeur, que la captation tumorale semble être
négligeable. Ces résultats indiquent que le peptide modifié à l'iode n'est pas idéal pour le dépistage in situ
des tumeurs EMT-6. Une méthode d'excrétion hépatique est démontrée par le haut pourcentage de la
dose injectée par gramme chez la vésicule biliaire (8.0 % d. i. 1 heure a. i.).
ii) Clairance sanguine
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Figure 33. Clairance plasmatique du t25i.MK-678 chez la souris BaiiD/C mâle (n = 4). Gauche: % dose injectée par
miiiiiitre de plasma. Droite: logarithme du % dose injectée par millilitre de plasma.
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La clairance (fig. 33) du produit au niveau du système sanguin se traduit par une élimination presque
complète 3 heures après l'injection. Le modèle suggéré est à deux exponentielles qui donnent un dét)it de
clairance sanguine égale à environ 17 ml de sang à l'heure {Annexe 1).
iii) Excrétion
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Rgure 34. Excrétion du chez la souris mâle Baib/C (n = 4).
L'hypothèse de l'excrétion par voie hépatique retrouvée lors des études de biodistribution est confirmée ici
par l'obtention d'évidence d'excrétion fécale (fig. 34), allant prés de 75% dés le premier jour, pour le produit
modifié de Merck-Frosst.
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iv) Autres observations
Lors des prélèvements faits pour l'étude de la clairance sanguine, le niveau de l'hématocrite a été évalué
pour étudier certains effets pouvant subvenir après l'incorporation d'un agent inconnu à l'organisme. La
figure 35 nous montre le maintient, 24 heures plus tard, d'une diminution de l'hématocrite survenue
quelques minutes après l'injection de 200 pi de ^ 25|.mk.078 par voie intraveineuse.
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Figure 35. Changement retrouvé dans l'hématocrite à la suite de l'injection du
Cette diminution de l'hématocrite peut être expliquée par la somme de plusieurs critères. Les plus
important sont: 1) la destruction des globules rouges causée par le produit injecté; 2) la quantité du
volume de sang retiré du système sanguin (allant jusqu'à «10% du volume sanguin total de la souris, à la
fin de la période d'expérimentation); 3) les saignements externes résultants des ponctions occipitales des
capillaires d'échantillonnage; et 4) l'incorporation d'un volume équivalent à environ 25% du volume
sanguin total chez la souris Balb/C de 20 grammes.
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IILB.2 L'Hexarelin iodé
i) Biodistribution
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Rgure 36. Biodstribution du "I^Si-Hexarelin chez la souris Baib/C {n=4),' portant la tumeur EMT-6, à différents temps
après injection.
Tableau 2. Résultats numériques de la biodistribution observée à la figure 36.
30 minutes 1 lieura 3 tieures 6 tieures 12 tieures 24tieuas
ristut %DI/g ± esm %DI/g 1 esm %DI/g ± esm % Dl/g ± esm KDI/g ± esm *DI/g t esm
sang 3.36 ± 0,20 2,43 ± 0,27 1,35 ± 0,25 0,50 ± 0,07 0,30 ± 0,01 0,06 ± 0,00
plasma 4,76 ± 0,30 2,95 ± 0,21 1,71 ± 0,28 0,70 ± 0,09 0,40 ± 0,02 0,09 ± 0,01
coeur 1,19 ± 0,10 0,85 ± 0,11 0,48 i 0,09 0,24 ± 0,03 0,16 ± 0,01 0,06 ± 0,00
poumons 4,84 ± 0,77 3,93 ± 0,83 1,33 ± 0,18 1,26 1 0,20 0,86 ± 0,12 0,59 ± 0,22
ttiyroldes 68,18 ± 13,61 95,35 ± 6,36 110,71 ± 21,31 177,57 ± 32,97 130,39 ± 21,57 128,30 ± 14,28
pancréas
rate
1,27 ± 0,07 0,98 ± 0,11 0,56 ± 0,10 0,22 ± 0,03 0,15 1 0,01 0,03 1 0,01
3,60 1 0,31 2,49 1 0,14 2,36 ± 0,26 2,48 ± 0,34 1,71 ± 0,08 1,11 ± 0,18
surrénales 4,30 1 0,98 4,31 ± 1,91 2,20 ± 0,15 1,07 ± 0,07 1,05 ± 0,20 0,48 ± 0,17
rein 8,11 1 0,60 7,14 1 0,20 6,50 ± 0,31 5,79 ± 0,59 4,18 ± 0,36 2,16 i 0,20
vés. HieirB 66,80 ± 16,96 65,09 ± 13,04 48,18 ± 15,40 4,67 ± 0,90 2,96 1 0,56 1,17 ± 0,53
(oie 9,41 ± 0,47 6,83 ± 0,21 4,73 ± 0,41 5,82 ± 0,15 5,09 ± 0,22 •2,15 ±
0,23
estomac 18,13 ± 2,54 13,95 t 1,08 8,32 ± 1,67 4,06 ± 0,98 2,36 ± 0,43 0,06 ± 0,00
Intesbnl ,22,82 ± 0,90 19,99 ± 2,74 3,02 ± 0,17 0,92 t 0,13 1,43 ± 0,19 0,05 ± 0,00
cdonl 1,18 ± 0,05 5,72 ± 0,97 28,00 t 1,18 16,98 ± 3,51 6,68 ± 1,66 0,11 ±
0,01
peau
tumeur
2,15 ± 0,19 1,49 ± 0,10 0,79 ± 0,12 0,34 ± 0,06 0,19 ± 0,02 0,14 t 0,02
1,97 ± 0,09 1,64 ± 0,12 1,04 ± 0,17 0,47 ± 0,06 0,30 ± 0,02 0,10 ± 0,01
musde 0,56 ± 0,04 0,39 ± 0,02 0,23 ± 0,05 0,09 ± 0,02 0,06 ± 0,00 0,02 ±
0,00
cerveau 0,11 ± 0,01 0,08 1 0,00 0,05 ± 0,01 0,02 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ±
0,01
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Dès l'injection intraveineuse au niveau de la queue chez la souris BaVolC, on peut remarquer rinstal)ilifé
des produits marqués récoltées sur le HPLC (fig. 24), grâce à l'absorption de l'iode radioactive à la
thyroïde (2.8 % dose injectée 6 heures a.i.) (fig. 36). L'excrétion (fig. 38), comme le démontre l'activité
détectée au niveau de la vésicule biliaire, de l'estomac, des intestins et du colon, semble suivre en grande
partie la voie hépatique. Néanmoins, l'activité contenue au niveau des reins s'étalant sur les 24 heures de
l'étude est un signe d'une excrétion rénale. La quantité de traceur au niveau tumoral est négligeable, ce
qui met en doute les capacités de ce produit d'être un bon traceur (tab. 5, p. 66).
ii) Clairance sanguine
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Rgure 37. Clairance plasmatique de "'^Si-Hexatelln chez la souris BalWG mâle (n = 3).
La clairance plasmatique (fig. 37) est pratiquement complétée dés la première heure avec une clairance du
volume sanguin d'environ 5 ml/min. et suit un modèle à deux exponentielles (voir les données de calcul
comparatif en Annexe).
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iii) Excrétion
L'hypothèse de l'excrétion hépatique comme système principal d'évacuation, n'est pas exacte. Les
résultats montrent bien que le produit est principalement éliminé par l'urine (fig. 38). Cependant, la filtration
hépatique est aussi d'une grande importance étant donné que l'on retrouve prés de 35 % de la dose
injectée dans les selles.
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Rgure 38. Excrétion du ''25|.HexareHn chez la souris mâle BalWC (n = 3).
iv) Autres observations
Lors des prélèvements faits pour l'étude de la clairance sanguine, le niveau de l'hématocrite a été évalué
pour étudier certains effets circulatoires pouvant subvenir après l'incorporation d'un agent inconnu à
l'organisme. Une diminution graduelle a été observé allant jusqu'à prés de 20 %, 6 heures après
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l'inœrporation de 200 ]i\ du produit par voie intraveineuse sans augmentation 24 heures ai (fig. 39). Les
explications à la section III.B.iv s'appliquent auusi bien ici.
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Rgure 39. Variation du niveau de l'hématocrite chez la souris Baib/C mâle après incorporation de ''25i.Hexarelin.
IILB.3. L'Antarelix iodé
i) Bicxlistribution
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Figure 40. Biodstribution du "•^Bj-Antarelix chez la souris Baib/C mâle (n = 4) portant la souche tumorale EMT-6 à
différents temps après injection.
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Tableau 3. Valeurs numéric^ de la biodstribution en % dose injectée / gramme de tissu, et l'écart type sur la
moyenne (esm).
30 m In U te S 1 heure 3 heures 6 heures 2 4 heures
T i8 8 U S % Dl/g ± e 8 m % Dl/g 1 « 8 m % Ol/g ± esm % Ol/g ± esm % Di/g ± esm
8ang 7,49 ± 0,43 4,08 ± 0,39 1.94 A 0.09 0,32 A 0,05 0.1 2 A 0.01
p Ia8m a 12,05 ± 0,54 7,09 ± 0,64 3,35 A 0,20 0,49 A 0,05 0,16 A 0,01
coeur 2.57 ± 0,13 1.87 ± 0,16 1.40 A 0,07 0,60 A 0,04 0,48 A 0,05
p 0 u m 0 n 8 6,51 ± 0.20 5,93 ± 0.75 3.77 A 0,11 1.58 A 0,20 0,99 A 0.11
rate 4.07 ± 0,10 2,54 ± 0,16 3,60 A 0,46 1,95 A 0,18 2,22 A 0,17
re in 8 9,24 ± 0.26 6,72 ± 0,48 5,05 A 0,27 2.21 A 0,16 0,89 A 0,06
fo ie 21,36 ± 0,26 13,81 ± 0,61 16,11 A 1,03 7.57 A 0.50 4.25 A 0,37
ve s .b iliaire 193,86 ± 63,64 100.55 ± 40,45 246.05 A 43,91 68,76 A 37,47 8.81 A 2.77
p an c ré a 8 1.07 ± 0,06 0,73 ± 0,05 0,56 A 0,03 0,25 A 0,02 0,17 A 0,01
e8 te m a c 3,31 ± 0,40 6,65 ± 0,53 3,53 A 0,41 2,02 A 0,39 1,63 A 0,42
in te 8 tin 10.35 ± 0,76 15,87 ± 2.17 26,03 A 4.70 3,04 A 0,17 0.44 A 0,02
c 0 lo n 0.77 ± 0,03 0,68 ± 0,06 19,75 A 2,08 26,11 A 1.31 1.84 A 0,16
8u rrén aie 8 8.42 0,19 4,74 ± 1.04 4.72 A 0,51 1.81 A 0,16 1.46 A 0,07
th yroTd es 1 2,77 A 2,01 8,65 ± 0.63 8,01 A 3,07 22,36 A 6,08 1 22,96 A 29,71
m u 8 de 0.69 ± 0,01 0,45 ± 0,05 0.40 A 0,02 0.16 A 0,01 0.09 A 0,01
peau 2.46 ± 0,32 1,50 ± 0.1 4 1,35 A 0,09 0.49 A 0,03 0,28 A 0.02
cerveau 0,23 ± 0,01 0,1 S ± 0,02 0,09 A 0,00 0.03 A 0,00 0,01 A 0,00
tu m e u r 2,76 ± 0,39 2,13 A 0,1 1 2.77 A 0,27 2,49 A 0,89 2.41 A 0,82
hypophyce 185,02 ± 22,83 226,03 A 34.79 407,00 A 47,04 351,92 A 40,68 245,05 A 26,03
Les éléments importants retenus de cette étude sont la grande stabilité du produit in vivo (niveau bas de
radioactivité à la thyroïde; 0.43 % dose injectée après 24 heures), l'excrétion au niveau hépatique
(représentée par l'activité retrouvée dans la vésicule biliaire et dans la voie gastro-intestinale) et surtout
l'activité biologique intacte de la molécule après radioiodination confirmée par le grand pourcentage de
dose injectée par gramme au niveau de l'hypophyse (0.24 % d.i. après 24 heures). De plus on peut
remarquer de faibles mais intéressants ratios tumoraux (tumeur vs peau, muscle, sang) 24 heures a.i. (tab.
5, p. 66).
ii) Clairance sanguine
L'élimination de la voie sanguine de l'Antarelix iodé est relativement rapide avec une clairance du
compartiment sanguin égale à ~3 ml/min. La figure 41 nous montre bien la disparition rapide du traceur de
la voie sanguine ainsi qu'une clairance suivant un modèle à deux exponentielles (voir les données de
calcul comparatif à l'Annexe 1).
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Rgure41. Clairance plasmatique du "'^Sj-Antarelix chez la souris Balb/C (n = 4). Gauche: modèle linéaire. Droite;
modèle logarithmique.
iii) Excrétion
L'élimination complète de l'organisme, telle qu'observée lors de la biodistribution, est environ 75%
hépatique. La grande partie de la radioactivité se retrouve, par le mécanisme d'élimination hépatobiliaire,
dans la voie gastro-intestinale dans les premières heures suivant l'injection (fig. 42, tableau 3).
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Rgure 42. Exorétion totale du 125|.Antarelix chez la souris Balb/C mâle (n = 4) après injection.
iv) Autres observations
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Rgure 43. Diminution de l'hématocrite après injection de 200 pi de l'^^l-Antarelix chez la souris Balb/C mâle (n - 4),
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On peut remarquer une diminution de i'hématocrite d'un peu plus de 10% après l'incorporation de 200 yJ
du dérivé iodé de l'Antarelix. Ce qui correspond davantage au volume sanguin retiré tout au long de la
période expérimentale, qu'aux autres raisons mentionnées à la section III Aiv.
IILB.4. L'["iln-DTPA] -Hexarelin
i) Biodistribution
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Figure 44. Biodstribution du ['• ^  "• ln-DTPA]-Hexarelin chez la souris Baib/C mâle (n = 4) portant la tumeur EMT-6 à
différents temps a.i..
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Tableau 4. Valeurs numériques de la biocSstribution du ^ ^ ln-DTPA]-Hexarelin chez les souris mâles Balb/C (n = 4).
30 minutes 1 tieure 3 lieures 6 heures 12 heures 24 heures
Tittus % Ot/g ± esm % DUg 1 esm % Olfg ± esm * Dt/g ± esm % Dlfg ± esm % Dtfg ± esm
sang 3,12 ± 0.05 1.26 ± 0.16 0.28 1 0.04 0.15 ± 0.01 0.06 1 0.01 0.03 ± 0.01
plasma 5,66 ± 0.26 2.12 ± 0.26 0.49 ± 0.06 0.27 ± 0.04 0.13 ± 0.02 0.05 i 0.01
coeur 1.43 ± 0.07 0.70 i 0.08 0.26 ± 0.03 0.25 ± 0.04 0.22 ± 0.02 0.20 ± 0.03
poumons 4.84 ± 0.79 3.23 ± 0.51 1.00 ± 0.05 0.84 ± 0.13 0.76 ± 0.40 0.66 ± 0.09
rate 9.36 ± 0.83 1.17 ± 0.19 0.42 t 0.06 0.48 ± 0.08 0.36 ± 0.04 0.47 ± O.Sl
reins 16.42 ± 0.96 16.49 ± 1.24 15.78 ± 1.80 19.38 ± 2.61 19.08 ± 0.82 17.49 ± 3.01
foie 25.50 ± 0.74 3.29 ± 0.09 2.59 ± 0.27 2.89 ± 0.37 2.44 ± 0.20 2.48 1 0.39
ves.bliaire 6.72 ± 1.06 3.29 ± 0.27 2.91 ± 0.22 1.90 ± 0.85 0.94 1 0.19 0.41 ± 0.05
pancréas 0.54 ± 0.02 1.52 ± 1.22 0.13 ± 0.02 0,13 1 0.02 0.11 ± 0.01 0.12 ± 0.02
estomac 1.12 ± 0.09 1.03 ± 0^2 0.47 1 0.07 0.34 ± 0.05 0.16 i 0.02 0.21 i 0.04
intestin 1.32 ± 0.01 2.16 ± 0.68 0.47 ± 0.05 0.38 ± 0.06 0.22 ± 0.01 0.26 ± 0.05
coton 0.74 ± 0.06 2.07 ± 0.98 1.50 ± 0.10 1.08 ± 0.16 0.39 ± 0.05 0.29 ± 0.03
surrénales 1.56 ± 0.26 1.74 ± 0.54 0.84 ± 0.11 0.78 ± 0.19 0.49 ± 0.02 0.42 ± 0.09
tliyroldes 2.30 ± 0.10 1.19 ± 0.17 0.29 ± 0.04 0.32 t 0.05 0.26 ± 0.01 0.24 ± 0.05
muscle 0.47 ± 0.02 0.29 ± 0.05 0.10 ± 0.01 0.10 ± 0.02 0.09 ± 0.00 0.09 ± 0.01
tumeur 2.23 ± 0.27 1.96 ± 0.12 1.58 ± 0.39 2.30 ± 0.74 1.60 ± 0.16 1.39 t 0.24
peau 3.35 1 0.17 2.46 ± 0.24 0.95 ± 0.12 0.75 ± 0.12 0.49 ± 0.03 0.44 ± 0.06
cerveau 0.06 1 0.01 0.03 ± 0.01 0.02 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00
os 1.25 ± 0.16 0.68 ± 0.13 nd nd 0.17 ± 0.01 0.22 ± 0,01
Les résultats de biodistribution semblent démontrer un fixation rénale du produit (fig. 44). L'[111ln]-DTPA
est reconnu pour être un très bon agent pour la scintigraphie rénale, surtout au niveau de la filtration
glomérulaire du rein et est, par ce phénomène, filtré en majeure partie dans les premières heures suivant
l'injection. Donc une toute autre explication que la séparation du lien amide doit être considérée pour
comprendre la fixation rénale du produit Par contre, la captation Amorale est faible, mais possède un
léger gain sur le sang, la peau et les muscles (tab. 5; p. 66).
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ii) Clairance sanguine
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Figure 45. Clairance plasmatique du complexe ^ln-DTPA]-Hexare!in chez la souris Baib/C mâle (n = 4). Gauche;
graphique linéaire de la clairance. Droite: graphique logarithmique de la clairance.
On voit bien à la figure 45 que le produit est éliminé du système sanguin, en majeure partie, dans les 3
premières heures suivant l'injection. Ces résultats sont, malgré la grande quantité de traceur restant lié
aux reins même 24 heures a.i., des plus rassurant et éliminent toutes possibilités de reflux sanguin à partir
de ces derniers.
iii) Excrétion
Malgré la fixation rénale, l'excrétion du produit est prouvée comme étant -70% rénale et survient dans les
premières heures a.i. (fig. 46).
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Rgure 46. Excrétion du complexe ^^In-DTPAl-Hexarelin chez la souris Baiti/C mâle (n = 2).
iv) Autres observations
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Figure 47. Évaluation de l'hématocrite chez la souris Bait)/C mâle après injection de 200 ji! du dérivé d'Hexarelin lié
au DTPA; fraction 1.
64
La figure 47 montre l'effet du dérivé d'Hexarelin lié au DTPA sur le niveau de rhématocrite. On peut
remarquer une nette diminution de prés de 15% six heures après l'injection de 200 ]i\ du produit, et
aucune augmentation n'est observée sur les 24 heures de l'étude (voir section III.B.iv).
L'Hexareline possède deux sites aminés (-NH2) pouvant réagir au DTPA anhydreux; un en position alpha
(a), l'histidine, et l'autre en position epsilon (s), la lysine. Afin de pouvoir caractériser les pics par leur type
de liaison au DTPA, des essais radioimmunologiques (RIA) ont été effectués à l'aide d'anticorps
spécifiques à l'une ou l'autre terminaison du peptide. La liaison de l'anticorps à sa terminaison, indique
que l'aminé, correspondant à cette terminaison, n'a pas réagit au DTPA. Les trois pics ont été soumis,
indépendamment à des tests pour déterminer si les liens du peptides au DTPA se sont faits à l'aminé en
position a, ou à celle en position e. Les résultats à la figure 48 sont ceux de la compétition en présence
de l'anticorps 244, spécifique à la terminaison aminé (a) du peptide. Les résultats de l'anticorps 281,
spécifique à la terminaison carboxylique du peptide (correspondant ici à la position e), sont comparables.
Le mouvement des courbes vers la droite indique que la spécificité des produits pour l'anticorps est quasi
nulle; les pics 1, 2 et 3, représentant divers types de liaison du DTPA à l'Hexareline, ont conservé
respectivement 0.34%, 0.24% et 0.21% de l'activité biologique initiale de l'Hexareline. Le fait que tous les
pics suivent des courbes simifaires montre que chaque produit est modifié aux deux sites (alpha et epsilon)
et/ou a complètement perdu son affinité biologique, et n'est pas reconnu par l'anticorps. Ceci implique que
l'identification d'une fraction de HPLC possédant des liens à seulement un site au lieu de deux, est
impossible.
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Figure 48. Essais radoimmunologiques (RiA) des fractions récoltées sur HPLC de la réaction de i'Hexarelin et du
substrats DTPA. Résultats obtenus de la compétition à l'anticorps 244 (N-temninal) comparés au standard Tyr-
Hexarelin iodé.
Tableau 5. Comparaison des différents ratios pertinents pour l'imagerie médicale en catégories de temps après
injection par voie caudale (a.i.).
Temps après Produits nombre C tumeur Ratio
injection (a.i.) (radiomarqué) d'animaux (% dose/g) tumeur/sang tumeur/peau tumeur/muscle
(heures] (n) moyenne (écarts] (moyenne] (moyenne] (moyenne]
0,5 MK-678 3 0.88 (0.24-1.45) 0,63 0,90 3,10
0.5 Hexarelin 4 1.97 (1.77-2.22) 0.59 0,92 3,55
0.5 Hexarelin-DTPA 4 2.23(1.85-3.02) 0,72 0,67 4,78
0.5 AntareFix 4 2.76 (1.83-3 63) 0,37 1,12 4,01
1 MK-678 2 0.55(0 494).62) 0,96 1.37 5,40
1 Hexarelin 4 1 64 (1.37-1.91) 0,68 1,10 4,23
1 Hexarelin-DTPA 4 1.96 (1.79-2.30) 1,53 0,80 6,83
1 AntareOx 4 2.13(1.82-2.34) 0,52 1,42 4,76
3 MK-678 4 0.25 (0 02-0.52) 1,16 1,49 6,34
3 Hexarelin 4 1.04(063-1.45) 0,77 1,31 4,45
3 Hexarelin-DTPA 4 1.58 (0.58-2.33) 5,57 1,67 16,55
3 AntareGx 4 2.77 (1.97-3.17) 1,42 2,04 6,86
6 MK-678 4 0.13(0 02-0.44) 1,06 1,06 4,22
6 Hexarelin 4 0.47 (0.34-0.61) 0,94 1,38 5,53
6 Hexarelin-DTPA 4 2.30 (1.05-4.01) 15,53 3,07 22,55
6 AntareSx 4 2.49(1.17-5.09) 7,77 5,06 15,57
12 MK-678 4 0.017 (0.0084).027) 1,75 0,91 7,29
12 Hexarelin 4 0.30(027-0.34) 0,99 1,59 4,71
12 Hexarelin-DTPA 4 1.60 (1.31-2.05) 24,93 3,29 16,95
12 AntareCx nd nd nd nd
24 MK-678 4 0.19(0.012-0.028) 7,25 3,67 12,35
24 Hexarelin 4 0.10(0.06-0.13) 1,80 0,72 4,75
24 Hexarelin-DTPA 4 1.39(0.98-208) 47,28 3,13 15,99
24 AntareOx 4 2.41 (1 08-4.49) 20,38 8,53 25,77
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III.B.5 L'Hexarelin-B&H
i) Test Radioimmunolpgique (RIA)
Comme dans le cas de l'Hexarelin-DIPA, le peptide peut lier le groupement hydroxyphenylpropionate à
son aminé terminal (position a) et à celui de la lysine (position e). Pour bien caractériser les types de
liaisons à la purification obtenue sur HPLC, des épreuves radioimmunologiques ont été faites, par la
méthode de Roumi et Ong (1995), sur les diverses fractions purifiées.
La figure 49 résume clairement que les fractions 2 et 3 récoltées (fig. 29) et testées par RIA ont presque
totalement perdu leur activité biologique, tandis que ies fractions 4 et 5 ont, par contre, gardé une bonne
affinité envers les anticorps 244 (liaison a) et 281 (liaison e).
Ab244 Ab281
10000 -
w
I
2 1000 -
S"
\\a
\
\  \
T. \  \
r..
\ o
e-o V."
li
1e-1
-0— Tyr+lexarelin
-O- Fraction no.2
-A-- Fractionno.3
-V— Ractionno.4
-O - Fraction no.5
-I r' \ 1 —i I I r
1e+0 1e+1 1e+2 1e+3 1o+4 1e+5 1e+6 1©-1 1e+0 1©+1 1e+2 1e+3 1o+4 1e+5 1e+6 1e+7
Logarythme de la dose des fractions respectives (Imole)
Rgure 49. Essais racfioimmunoiogiques (RIA) des fractions récoltées sur HPLC de la rrâction de l'Hexarelin et du
substrat B&H. Gauche: Résultats obtenus de la compétition à l'anticorps 244 (N-terminal) comparés au standard
Tyr-Hexarelin iodé. Droite: Ceux en compétition à l'anticorps 281 (C-temninal).
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Quatre fractions purifiées par HPLC ont été testées pour leur activité immunologique à l'anticorps 244 (N-
terminal) et 281 (C-terminal) tel qu'expliqué à la page 65. La figure 49 rriontre tÂen l'activité obtenue pour
chacune des fractions pour chaque anticorps. Les fractions 2 et 3 sont pratiquement dépourvues d'activité
aux deux anticorps; elles ont des rétentions d'activité biologique de 0.08% et 0.04% respectivement pour ^
le 281, et de 0.73% et 0.046% pour le 244. Ceci indique que ces deux fractions récoltées du HPLC (fig.
29) représentent des formes dénaturées de l'Hexareline au lieu de différentes formes liées au DTPA. Par
ailleurs, les fractions 4 et 5 ont conservé une certaine affinité aux deux anticorps; pour le 244, une activité
de 30.8% et de 21% respectivement; et pour le 281, une activité de 36% et de 26.7%. Ceci indique qu'il y
a eu conservation de l'activité biologique du peptide et qu'il y a peut-être liaison au DTPA. Ces deux test
ont comme référence un analogue de l'Hexareline, la Tyr-Hexarelin (EP 92110) marqué à l'iode 125. Les
tests ont tous été faits en triplicata.
ni.B.G Hexarelin-Dextran
Afin de vérifier si le chélateur peut nuire à l'activité biologique de la molécule peptidique, un test de
radioimmunologie (RIA) a été effectué sur le produit synthétisé. Effectivement comme le montre bien la
figure 50, la molécule conserve à, 6.3% pour l'Ab 244 et à 8% pour l'Ab 281, son intégrité biologique aux
terminaisons aminés respectives.
Ces résultats ne démontrent en aucun cas à quel site de liaison le Dextran s'est lié au peptide. L une des
raisons peut être la dimension du dextran (-10000) par rapport a celle du peptide (-1000). Pour cette
raison, il nous est impossible de déterminer si ce complexe possède un quelconque intérêt pour la
médecine nucléaire, et nous avons convenu de ne pas effectuer les études de marquages et de
biodistribution.
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Rgure 50. Essais racfioimmunologiques (RIA) des fractions récoltées sur HPLC de la réaction de l'Hexarelin et du
substrat Dextran. Droite: Résultats obtenus de la compétition à l'anticorps 244 (N-terminal) comparés au standard
Tyr-Hexarelin iodé. Gauche: Ceux en compétition à l'anticorps 281 (G-tenninal).
IILB.7 Étude de liaison spécifique de l'Antarelix iodé in vitro
Afin de vérifier si les cellules tumorales possèdent, ou non, des récepteurs spécifiques au peptides
investigués, ces derniers ont été étudiés sous différentes conditions en présence de deux souches
tumorales mammaires; EMT-6 et MCF-7. Les figures 51 à 56 présentent les résultats des études de
liaison In wj!iT9 effectuées sur les cellules tumorales EMT-6 sous différentes conditions. On peut remarquer
dans la majorité des cas, que les liaisons non spécifiques (NS) sont plus élevées ou égales à celles
spécifiques (Bt). Toutes les ot)servations effectuées lors de ces tests in vitro démontrent que la liaison
spécifique de l'analogue iodé de l'Antarelix, aux cellules tumorales investiguées, est impossible. Notez
que toutes les erreurs des figures suivantes sont représentées en écart-type sur la moyenne (esm) (voir
l'Annexe 3 pour le calcul détaillé).
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Rgure 51. Liaisons in vitro ^  i'Antarelix iodé aux cellules tumorales EMT-6 en pourcentage de l'activité initialement
incorporée. Étude effectuée sur des cellules en suspension à 4 degrés Celsius (n = 3).
La figure 51 montre une légère liaison spécifique après 1 heure d'incubation sur les cellules EMT-6 en
suspension à 4 ° C. Cependant, après vérification des données représentées par cette figure, on a pu
remarquer une trop grande variation des résultats pour conclure qu'il y a eu liaisons spécifiques aux
cellules tumorales. Étant une méthode peu utilisée, les études en suspension ont été remplacées par des
études en pétris.
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Rgure 52. Liaisons in witode I'Antarelix iodé aux cellules tumorales EMT-6 en pourcentage de l'activité initidement
incorporée. Étude effectuée sur des cellules en pétris à 4 degrés Celsius. Les temps cTincitoation sont suivis des
différentes conditions d'incubation indiquées par les lettres A, B et C: A jeûne sérique de 24 heures ayant inculDation;
B, Cellules en pétris rincées avec 1 ml de HBSS (10mM HEPES; 0.1% BSA); C, Cellules en pétris récoltées avec 1
ml de HBSSa +1 ml de NaOH IN; blanc, tests effectués dans HBSSa (n = 3).
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La figure 52 montre l)ien que la grande majorité des résultats tend vers le non spécifique, à l'exception de
ceux faits à 24 heures rincées avec 1 ml de HBSS (B). Pour augmenter la possibilité de résultats positifs
(liaisons spécifiques), les cellules ont été récoltées en présence d'albumine bovine et les pétris ont bien
été rincés à l'aide, en plus, de 1 ml de NaOH. Les résultats ont montré, contrairement aux aspirations, de
moins bonnes liaisons (figure 52; indice C).
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Figure 53. Liaisons in vitro de l'Antareiix iodé aux ceiiuies tumorales EMT-6 en pourcentage de l'œtivité initialement
incorporée. Étude effectuée sur des cellules en pétris à 37 degrés Celsius. La lettre C signifie cpje les échantillons ont été
récoltées aveci ml de HBSSa + 1 ml de NaOH IN; l'astérisque (*) correspond à l'incubation fait à 20 degrés Celsius; les
blancs (absence de lettre), signifie que les tests ont effectués dans du HBSSa (n = 3).
La figure 53 montre une série de tests effectués en milieu HBSSa (voir section II.B). Les observations
tendent, une fois de plus, à démontrer une plus grande non spécificité des liaisons de l'Antareiix iodé aux
cellules EMT-6. Les résultats obtenus pour les incubations de 30 minutes divergent, à un endroit
seulement, favorablement pour les liaisons spécifiques aux cellules. Ces résultats viennent appuyer la
thèse que le produit est inadéquat pour les cellules tumorales EMT-6, ou que ces dernières ne possèdent
pas, ou plus, de récepteurs GnRH spécifiques à la LHRH et à ses analogues.
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Afin de vérifier si les résultats négatife obtenus à 37 degrés Celsius seraient reliés à une internalisation du
produit iodé par les récepteurs transmembranaires visés, les cellules EMT-6 ont été fragmentées et
seulement les membranes cellulaires de ces dernières ont été récupérées. La figure 54 représente les
études de liaisons membranaires effectuées à 4 degrés Celsius, par la méthode de centrifugation, et
d'autres à 20 degrés Celsius, par filtration.
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Figure 54. Liaisons in vitro de l'Antareiix iodé aux membranes des cellules tumorales EMT^ en pourcentage de
l'activité initiaiement incorporée. Étude effectuée à 4 degrés Celsius pour une période de 90 minutes. Les conditions
correspondent à; D, incubation fait dans tampon Tris (10mM; pH 7.7; 0.3M sucrose; ImM MgCIji ImM Dithiotréhitol),
E, tii)es rincés au BSA et séchés; F, tubes traités à l'huile de silicone (0.05%) et séchés; G, tubes traités à l'huile de
siiicone (0.05%), rincés au BSA et séchés; H, test fait par filtration; I, incubation à 20 degrés Celsius et produit récolté
par filtration (n = 3).
La figure 54 montre que les membranes des cellules EMT-6 sont indépendantes des différentes conditions
d'incubation utilisées. L'ajout de BSA n'a en aucun cas aidé à l'obtention d'une diminution des liaisons non
spécifiques aux membranes cellulaires. De plus, l'utilisation de membranes aux lieux de cellules vivantes,
n'a pas répondu à l'hypothèse de l'intemalisation du produit iodé à travers la membrane cytoplasmique des
cellules.
Pour vérifier si la lignée tumorale EMT-6 n'était pas, tout simplement, dépourvue de récepteurs GnRH, une
autre souche tumorale mammaire a été parallèlement investiguée. Les cellules MCF-7 ont été étudiées de
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la même façon que les EMT-6, œpendant, des preuves de l'existence de récepteurs pour un différent
analogue de la LHRH étaient disponil)les (Vincze et al, 1991).
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Figure 55. Liaisons in vitro l'Antarelix iodé aux ceiiuies tumorales MCF-7 en pourcentage de l'activité initialement
incorporée. Étude effectuée sur des ceilules en suspension à 4 degrés Celsius (n = 3).
Les résultats obtenus à la figure 55 et 56 démontrent que les cellules MCF-7 semblent, comme dans le cas
des EMT-6, ne pas posséder les récepteurs GnRH visés par l'Antarelix iodé. Une vérification histologique,
par le biais d'anticorps spécifiques à ces récepteurs, aurait peut-être pu confirmer la présence ou
l'absence des récepteurs GnRH dans les deux types de cellules tumorales utilisés. Cette technique n'a
pas été entreprise.
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Figure 56. Liaisons in vitro àà l'Antarelix iodé aux cellules tumorales MCF-7 en pourcentage de l'activité initialement
incorporée. Étude effectuée sur des cellules en pétri à 37 degrés Celsius (n = 3).
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Après n = 32 essais avec les cellules EMT-6 et n = 11 avec les cellules MCF-7, aucun signe de liaison
spécifique aux récepteurs n'a été détecté. Les niveaux de liaison non spécifique ont, dans la plupart des
cas, démontré être égaux, ou plus important que ceux indiquant les possibles liaisons.
III.C Autres résultats
in.C. 1 Test de stabilité in vitro de 1' 1 ^^ i-Antarelix
Un test sur TLC a été effectué (voir section II.C.1) pour vérifier la stabilité du produit marqué. Cette étude a
permit d'évaluer si les conditions de travail s'effectuaient dans un environnement où l'analogue iodé était
stable et pur. La figure 57 confirme la stabilité du produit iodé après stockage à 4 °C après une période
125d'entreposage en solution de 60 jours. Le Na I migre allègrement lorsque la solution de migration est le
PBS, tandis que l'Antarelix iodé reste à la base du TLC. Notez que le Na^^l représente un écfiantillon
d'iode radioactif pur et non l'iode libre retrouvé dans le produit après remisage. L'iode libre retrouvé dans
l'échantillon d'Antarelix iodé suit le même cheminement que le Na^^l. Il est en quantité trop faible pour être
significatif, et n'apparaît pas à la figure 57.
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Rgure 57. Chromatographie sur couche mince (TLC) dans le PBS.
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IV. Discussion
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IV. Discussion
IV.A La Chimie
IV.A. 1 Chimie de riodination des peptides
Plusieurs opinions divergent sur le mécanisme chimique de la réaction d'iodination. Seevers et Counsell
(1982) soutiennent que la chloramine-T, en solution aqueuse, forme de l'hypochlorite (HOCI) qui serait la
forme oxydative agissant sur l'iodure de sodium (Nal) pour donner une espèce électrophile de l'iode
(HiOV). Cette demière serait la forme active de l'iode responsable de l'étape linale de l'iodination. Par
contre, Wilbur et ses collègues (1992) émettent que la forme active de l'iode serait en fait le monochlorure
d'iode (ICI). D'un autre côté, Hussein et ses collègues (1993) soutiennent que la chloramine-T implique la
conversion de l'iodure radioactif en iode diatomique (l^). En somme, on peut conclure que la chloramine-T
donne plusieurs réactions secondaires telle que la formation de 1^, de ICI et de H^OI. Cependant,
seulement l'iode oxydé; le ICI qui possède une polarité partiellement positive sur l'atome diode (Seevers et
Counsell, 1982) et HjOr qui est produit de la réaction du 1^ et du H^O (Hughes et ai., 1957) (fig. 13),
réagissent sur le groupement phénol de la tyrosine. Le pH est aussi un élément majeur de la réaction
d'iodination; à pH moyen (~6) HîOr est la principale forme active de l'iode, et à pH élevé (~8) la
concentration de HzOr diminue et le ICI prédomine (Sonoda et Schiamowitz, 1970).
La chloramine-T (sodium N-chlorotoluènesulfonamide) a servi d'agent oxydant pour l'iodination des
peptides. Cet agent d'oxydation est reconnu pour sa grande utilisation à radioioder différentes molécules
biologiques tel que le résidu tyrosine, reconnu pour son affinité à l'iodination (Tsomides et Bsen, 1993).
Malgré la disponibilité des groupements phenyl, indole et imidazole, où une halogénation à un niveau
moindre est possible, l'iodination se fait principalement sur la tyrosine sous forme du 3-monoiodotyrosine
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(Karonen et aL, 1990). La forme diiodée de la tyrosine (3,5-diiodotyrosine) peut aussi être produite, mais
ce produit sera en minorité sur la forme monoiodée.
Plusieurs chercheurs ont radioiodé différents types de molécules et ont ol)tenu divers rendement Par
exemple, Vakkuri et aL (1984) ont marqué à l'iode la mélatonine et ont remarqué un rendement
d'incorporation de l'iode allant de 20 à 30% en utilisant 2.5 mg d'iodogène. D'autre part, Hunter et
Greenwood (1962) affirment l'iodination de l'hormone hGH, avec une efficacité de marquage, de 60 à 75%
en utilisant la chloramine-T comme agent oxydant. Salacinski a/(1981) ont affirmé que l'iodination de la
Leu-enkephaline, un pentapeptide dépourvu de résidu tryptophane dans sa séquence, peut incorporer
jusqu'à 95% de l'iode radioactive: avec 1 mCi de Na^^l, 1 mg d'iodgène et 5 nmole de peptide. Ce
rendement diminu respectivement à 75% et à 67% lors de l'utilisation de ia chloramine-T et du
lactoperoxidase comme agent d'oxydation. D'autre part, Marshall et Odell (1975) disent avoir marqué à
l'iode la LHRH avec un succès d'incorporation de l'iode de 55%. Différents facteurs sont à la base de la
réussite d'un marquage. Il faut d'abord connaître les caprices de la molécule à iodé (les groupements
fragiles qui peuvent réagir, la structure tridimensionnelle, etc.) et les sites d'iodination possible. Les
conditions physiques et chimiques de la réaction sont très importante; en plus du pH de la solution de
réaction, il est important de considérer la quantité de peptide utilisé, la quantité d'agent oxydant et bien
sure celle de l'iode.
Pour une quantité 0.03 lamole de peptide (26 pg de MK-678; 26 pg d'Hexarline; 44 pg (fAntarelix), 500
pCi de Na^^l est ajouté pour l'iodination, ce qui donne un rapport de 130:1 pour les peptides et d'iode-125
respectivement (voir la feuille de calcul à l'Annexe 2). La concentration du Na I est un facteur important
dans la détermination du rendement du marquage; si eile est moins de 100 mCi/ml, le rendement sera
diminué (Bolton et Huntef, 1973). Dans .cette étude elle était effectivement de 100 mCi/ml.
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i) LeMK-678iodé
Dans le cas de l'iodination du MK-678, la purification représentée à la figure 23 montre une Iwnne
séparation de l'analogue iodé offrant ainsi un produit pur communément appelé: "carrier free". Les
résultats obtenus lors de l'étude pharmacocinétique du MK-678 ont démontré une très bonne stabilité in
vivo de l'iode du produit marqué. Cette stabilité dépend probablement en partie de la structure circulaire
que possède ce peptide. Cette particularité fait que le groupement tyrosyl se situe dans la périphérie de la
molécule permettant un dégagement maximal du site de marquage. Étant donné qu'un atome d'iode est
d'une grosseur sensiblement comparable à un groupement phenyl (Tsomides et Eisen, 1993),
l'emplacement du groupe tyrosyl est d'une priorité fondamentale pour qu'il y ait une bonne iodination. La
radioiodination du MK-678 donne un rendement de 16% d'incorporation de l'iode sur la quantité initiale du
radioisotope présent. Dans des conditions où la concentration de chloramine-T est 10 fois plus importante
que celle du peptide, comme c'est le cas ici, un maximum d'incorporation d'iode peut être atteint; tout
dépendant de la quantité d'iode présent, du pH, et du temps d'exposition à la chloramine-T (Sonoda et
Schiamowitz, 1970). Le pH a été fixé 7.5 pour; éviter le plus possible de dénaturer la molécule à cause de
conditions trop acides ou trop basiques, et pour optimiser l'incorporation de l'iode au groupement tyrosine
(Salacinski et ai., 1981). La quantité d'iode par rapport à celle du peptide aide à obtenir une seule source
de peptide marqué, c'est-à-dire la forme monoiodée (Sonoda et Schiamowitz, 1970). En ce qui concerne
le temps d'incubation, il a été fixé à 15 minutes. Ce temps n'est pas le temps idéal pour un maximum
d'incorporation d'iode, mais il réduit les risques d'oxydation du peptide qui peut survenir au niveau de la
tryptophane sous les conditions présentes (Alexander, 1973).
ii) L'Hexarelin iodé
Malgré la disponibilité des groupements phenyi et tryptophanyl, où une halogénation à un bas niveau est
possible (Brunings et ai., 1947), nos résultats de chromatographie (fig. 24) démontrent que le produit iodé
de l'Hexarelin est sans doute sous forme de 2- et de 5-monoiodohistidine (le pic majeur situé à -30
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minutes est en réalité 2 pics d'intensité quasi égale). On peut aussi distinguer un 3® pic radioactif (-34
minutes) qui pourrait représenter la forme diiodée de l'histidine. Cette forme diiodée serait la 2,5-
diiodotiistidine. Cependant, dû aux extrêmes conditions d'oxydation nécessaires à cette réaction, au lieu
d'ioder des groupements moins réactife tels la tryptophane, une destruction de cette demière est possible ,
(Hughes et ai, 1957; Alexander etaL, 1973). La tryptophane est oxydé dans un milieu de pH 4 à pH 7.5
par la chloramine-T (Alexander etaL, 1973), et étant donné que la réaction d'iodination sur l'histidine forme
un produit iodé qui augmente de concentration avec une augmentation de pH, l'oxydation de la
tryptophane peut être réduite à un minimum. Tsomides et Eisen (1993) rapportent qu'à pH 9, le produit
iodé prindpal entre l'histidine et la tyrosine se trouve être l'histidine sous la forme de diiodohistidine. Par
contre, Wolff et Covelli (1969) soutiennent que la diiodohistidine est principalement formée lorsque la
protéine ne contient aucun groupement tryptophane. L'Hexarelin ici en possède deux; une forme originale
(L) et une autre modifiée (D) et possédant un groupement méthyle à la position 2 (fig. 15).
De plus, entre les deux pics majeurs de radioactivité, un pic U.V. beaucoup supérieur aux autres est
enregistré. Ce dernier est sans aucun doute la représentation du peptide original non marqué. Il est
possible que d'autres formes de marquage à l'iode (ex; iodotryptophane), ou des marquages
accompagnés d'une dénaturation de la protéine (attaque aux résidus tryptophanes ou bris d'un lien
peptidique), ont eu lieu. Ceci expliquerait en partie l'observation faite à la figure 24 des nombreuses
détections U.V. Tsomides et Eisen (1993) ont eux aussi obtenu une mixture de pics complexe qu'ils ont
attribué à des dommages oxydatife au niveau du groupement indole de la tryptophane. Alexander (1973)
cite quatre facteurs affectant l'oxydation de la tryptophane lors de l'iodination d'un peptide ou d'une
protéine: le pH, la solution de réaction pour l'iodination, la concentration relative de tryptophane et des
autres acides aminés telle la tyrosine et la disponibilité spatiale des résidus.
Les conditions dans lesquelles l'iodination de l'Hexarelin ont eu lieux (pH 7.5), laissent la possibilité que la
tryptophane soit attaquée (Wolff et Covelli, 1969). Les différentes variables de la réaction ont été évaluées
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de façon à favoriser le maintien de l'intégrité biologique du peptide, au lieu de maximiser l'iodination au
dépend du premier.
La radioiodination de l'Hexarelin donne un rendement d'incorporation d'iode radioactive de 6%. Cette
valeur est représentative de l'iodination d'un fragment peptidique ne possédant pas de groupement
tyrosine. Malgré sa disponibilité, le résidu histidyl est très peu utilisé comme molécule cible, dû à sa
pauvre affinité pour l'iodination. Deux grandes difficultés peuvent venir contrer cette iodination; (1) La
résistance particulière de l'histidine à former un lien carbone-iode sous ces conditions: et (2) la solubilité de
l'iodoliistidine en solution aqueuse (Brunings état., 1947). D'autres facteurs à considérer comme les plus
importants aux conditions d'iodination de l'histidine sont les propriétés structurales de la protéine et surtout
les propriétés intrinsèques du résidu, c'est-à-dire, la réactivité du groupement imidazole de l'histidine (Wolff
et Covelli, 1969). Pour en finir, Bolton et Hunter (1973) rapportent que la méthode d'iodination par la
chloramine-T pourrait être inadéquate pour des peptides manquant le résidu tyrosyl.
iii) L'Antarelix iodé
Nos résultats démontrent que le produit iodé de l'Antarelix est probablement sous forme de 3- et de 5-
monoiodotyrosine (fig. 25). On peut aussi distinguer un 2® pic radioactif (~50 min.) qui pourrait représenter
la forme diiodée de la tyrosine. La disponibilité de plusieurs groupements aromatiques (naphthyl, pyridyl et
chlorophenyl), a démontré que des iodination autres que secondaires (dilodination), c'est-à-dire tertiaires,
sont possibles (fig. 25). De plus, un pic absorbant dans U.V. (-38 min.), n'ayant aucune radioactivité
reliée, est enregistré et est probablement la représentation du peptide original non marqué. Si par contre,
des marquages accompagnés d'une dénaturation de la protéine (attaque aux résidus ou bris d'un lien
peptidique) ont eu lieu, elles sont en concentrations négligeables et non détectables à la sensibilité
préétablie des instruments. Ou, ils sont tout simplement éliminés au tout début lors de la séparation par
HPLC, ou alors ils se perdent dans le bruit de fond.
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Les résultats obtenus lors de l'étude pharmacodnétique (fig. 40, tab. 3) de l'Antarelix ont démontré une très
bonne stabilité du produit iodé in vivo. Cette stabilité dépend en majeure partie de la présence du résidu
tyrosyl, qui est parmi tous, le plus réactif et aussi le plus stable en raison de son lien covalent avec l'iode
(Karonen, 1990). Bien sûr, d'autres groupements peuvent réagir grâce à l'iode activée (H^OI ), mais
malgré la disponibilité de ces groupements mentionnés, sur lesquels des halogénations à des niveaux
inconnus seraient possibles, l'iodination se fait principalement sur la tyrosine sous forme de 3- et/ou de 5-
monoiodotyrosine (Karonen et ai., 1990). La forme diiodée de la tyrosine (3,5-diiodotyrosine) est aussi
probablement produite (fig. 25) et d'autres types d'iodinations pourraient avoir lieux dus aux extrêmes
conditions d'oxydation nécessaires à cette réaction (Karonen et ai., 1990). Les résidus autres que la
tyrosine par contre pourraient souffrir des conditions d'oxydation à laquelle ils sont soumis. D'un autre
point de vue, Jorgensen et Slade (1971) ont démontré que malgré certaines conditions rigoureuses et
inadéquates pour les molécules biologiques, seule la tyrosine est iodée et non le groupement naphthyl.
Pour ce qui concerne les autres résidus aromatiques, chlorophenyi et pyridyl, aucune information
pertinente n'a pu être trouvée dans la littérature.
IV.A. 2 Chimie de chélation
La chélation est un moyen efficace de jumeler un radionucléide à une molécule d'intérêt biologique, dans
notre cas un peptide, lorsque cette molécule ne possède aucun site permettant le marquage à l'iode, ou
lorsqu'un autre type de radionucléides que l'iode est désiré, que ce soit pour des raisons de fenêtres
énergétiques, ou financières. Plusieurs molécules peuvent être exploitées et utilisées comme agent de
chélation. Le DTPA est probablement de loin, le chélateur le plus utilisé pour le marquage des molécules
biologiques (peptides, protéines, anticorps, ete.) à l'indium. Un exemple bien connu est r[ In-DTPAj-
Octréotide décrit par Bakker et collègues (1991) pour le diagnostic chez les patients atteints du cancer. Le
substrat B&H en est un de plus qui facilite le marquage des molécules biologiques, à l'iode radioactif
(Bolton et Hunter, 1973). Finalement, le dextran qui, grâce à sa chaîne de polymères, permet le marquage
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au ainsi qu'à d'autres types de radionuciéides semblables (possédant les mêmes exigenœs
chimiques) (Holmberg et al, 1994).
Une chose les relie tous les uns aux autres, leur mécanisme de liaison au peptide. Dans les trois cas, la
réaction se fait par substitution nucléophilique (Solomon et Fernandez, 1988), sur le groupement
carboxylique des agents de chélation, par les aminés libres retrouvées chez le peptide. Cette réaction
forme un lien covalent et stable in vivo qui permet l'incorporation d'un radionucléide pour effectuer des
études diagnostiques ou même thérapeutiques d'imagerie médicale.
i) L'Hexarelin-DTPA
La réaction se produit aux sites dianhydreux du DTPA en observant principalement, dans les conditions
données, la formation majeure d'un lien à l'aminé e et d'un second à l'aminé a. li n'est pas impressionnant
de remarquer une très forte quantité de peptides beaucoup plus tard dans l'élution (43 minutes) qui
pourrait représenter la forme doublement liée (2 molécules de DTPA) du peptide. Cependant, d'autres
liens ont pu se former et les fractions observées lors de la purification peuvent être tout autres que les
produits hypothétiques (fig. 17). Le DTPA dianhydreux possède deux sites réactifs et, pour cette raison, ia
formation de diméres est possible. Toutefois, les conditions à laquelle la réaction a eu lieu ne favorisent
pas cette conclusion et les produits hypothétiques mentionnés en IIA.4 devraient représenter la réalité
malgré les résultats non concluants des tests radioimmunologiques. Bakker eta/(1991) ont pour leur part
obtenu des résultats de monoliaison du DTPA à l'Octréotide de 10% sur la quantité initiale de peptide.
Ceci est principalement dû au ratio des substrats initialement utilisés; un ratio de 1:1 de DTPA:peptide,
respectivement. Ici le même ratio est de 10:1 ce qui diminue énormément les chances de former des
diméres (2 molécules peptdiques pour un DTPA).
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ii) L'Hexarelin-B&H
Le produit de Boiton et Hunter {N-hydroxysucdnlmldyl p-hydroxyphénylproprionate) possède dans sa
structure un groupement ester qui est propice à la réaction de substitution nucléophilique (Solomon et
Fernandez, 1988). Cette réaction laisse sur la molécule peptidique la fraction phényl qui peut être iodée à
l'avance et servir de chélateur radioactif à la molécule peptidique (Langone, 1989). La chimie de
l'iodination du B&H avant la réaction de cette dernière au peptide (résultats non présentés) ainsi que son
Incorporation à l'Hexarelin (molécule sensiblement fragile; voir section IV.A.1.ii), ont causé de sérieux
maux de tête lors des étapes de purification. C'est pour ces raisons que seuls les produits non iodés ont
été étudiés. De plus, la chromatographie n'est pas des plus convainquantes et exprime de façon indirecte
la fatigue ressentie par la colonne (ODS, Beckman) lors des étapes de séparation. Néanmoins, les
fractions pouvaient être séparées adéquatement Bolton et Hunter (1973) ont obtenu une incorporation de
l'acide 3-(4-hydroxyphenyl) proprionique, de l'ester hydroxy-succinimide, allant de 13 à 53% (moyenne de
32%). De notre côté, la figure 29 montre bien une incorporation "potentielle" de plus de 75%. Cette
différence majeure peut être expliquée par l'accessibilité des différents groupements aminés qui peuvent
réagir et former des liens stables. Dans le cas de la hGH (Bolton et Hunter, 1973), plusieurs de ces
aminés, situés sur les résidus lysines, sont probablement difficile d'accès à cause de la structure
tridimensionnelle que prend la molécule. Ici l'Hexarelin ne possède que six acides aminés, ce qui
maximise les chances de liaison.
iii) L'Hexarelin-Dextran
Le dextran possède une série de groupements hydroxyls pouvant être transformés en liens réactifs pour la
liaison aux aminés peptidiques. Il est par ailleurs dair que plusieurs peptides peuvent se lier au dextran
formant ainsi de nombreuses chaînes secondaires peptidiques (Hexarelin) à une seule molécule de
dextran. Le nombre de molécules peptidiques peut varier par molécule de dextran et l'utilisation de la
colonne de purification PD-10 n'étant pas de très bonne résolution, il est impossible de séparer ces
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différents produits (la purification par HPLC étant fortement déconseillée pour la durabilité des colonnes de
séparation disponil)les). Il est toutefois clair que l'évaluation de la quantité de dextran activé, étant
maximisée et dans les limites du réel, un maximum de liaison simple de l'Hexarelin au dextran a pu être
atteint
Le dextran a été une tentative expérimentée afin de confirmer la reproductibilifé des résultats obtenus avec
la somatostatine (Hoimberg et al, 1994), mais avec notre analogue de GHRP. La purification accomplie
montre qu'une quantité importante de dextran libre a pu se joindre aux fractions du Hexarelin-Dextran
récoltées. Cependant, l'élément important de cette purification est l'absence de peptide libre dans les
fractions récoltées du complexe pour les études de RIA.
IV.A. 3 Chimie de marquage direct
i) L'Antarelix- ^ 1 i In
Une tierce altemative semblait prometteuse dans le marquage des peptides pour le dépistage du cancer;
celle du marquage directe. Par l'exploitation d'une structure interne, comparable à celle d'un agent de
chélation étranger à la molécule, un peptide pourrait être marqué radioactivement avec des radioisotopes
plus intéressant du point de vue énergétique, chimique et financier. Cette méthode oflirait une facilité
chimique (une étape) pour un groupe de peptide ou de proféine possédant des caractéristiques
semblables à celles de l'Antarelix. L'élément le plus important de ce concept se trouve être la terminaison
triplement aminées de peptide. Trois groupements aminés (fig. 20) pourraient offrir les électrons
nécessaires à l'incorporation d'une molécule acceptrice; indium, technétium, etc. Il suffit que les trois
donneurs d'électron soient en position pour que le radioisotope puissent s'incorporer à la molécule
peptidique. Le DMF a servi de médiateur pour forcer la molécule à prendre la conformation désirée.
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En ce qui concerne l'analogue de la LHRH, l'AntarelIx, sa structure a été pensée et synthétisée afin
d'optimiser sa performance in wVosur l'être humain afin dlnhiljer la sécrétion de la LH (Coy et ai., 1982).
L'exploitation de sa terminaison aminée comme chélateur interne semblait ouvrir une nouvelle avenue
dans le marquage radioactif des peptides. Mais malheureusement les résultats à la figure 31 n'ont pu être ^
reproduits. La seule explication applicable aux résultats obtenus ultérieurement serait que ce qui apparaît
serait dû à un artefact et non à une liaison. Cette hypothèse est difficile à appuyer étant donné que des
essais dans différentes conditions, au même moment, ont été effectués et ne démontraient aucune liaison,
tandis que le modèle suivi à la section II.A.6 démontre le contraire.
IV.B La biologie
IV.B.l Études pharmacocinétiques
La série d'études biologiques de pharmacocinétique a été effectuée afin de déterminer la distribution
tissulaire des différents produits développés, pour évaluer la possibilité de ces derniers à devenir des
agents diagnostiques pour l'imagerie médicale dans le dépistage des tumeurs.
i) LeMK-678iodé
Le MK-678 iodé est un bon traceur in wVoavec une très bonne stabilité et une bonne dairance sanguine
(voir Annexe 1). Il est principalement filtré du volume sanguin par le foie et se retrouve dans les intestins
dès les 30 premières minutes après llnjection par voie intraveineuse. Cependant, d'autres études
biologiques devraient être entreprises avec une lignée tumorale comprenant des récepteurs sensibles à ce
peptide. Malheureusement, les cellules tumorales utilisées (EMT-6) ne contiennent probablement aucun
récepteur compatible, contrairement démontré sur d'autres types tunraraux (Reisine et ai., 1990). Les
souches tumorales utilisées ne laissaient croire en aucun temps qu'elles étaient dépourvues de
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réœpteurs. Ces résultats ne nous donnent aucune indication sur l'éligilMlité de ce produit à servir comnie
traceur tumoral à la détection des cancers chez l'humain.
ii) L'Hexarelin iodé
Les résultats obtenus lors de l'étude pharmacocinétique de l'Hexarelin iodé (fig. 36, tab. 2) ont démontré
une pauvre stabilité du produit iodé in vivo représentée par le haut niveau de radioactivité retrouvé à la
thyroïde (toujours par rapport au Na^^l pure). Cette piètre stabilité de la liaison de i'iode radioactive
dépend en majeure partie de l'absence de résidu tyrosyl. L'Hexarelin iodé est un pauvre traceur in vivo
avec une clairance sanguine plus faible que celle observée pour le MK-678 (Annexe 1). Il est à 60% filtré
par les reins et se retrouve en majeure partie dans l'urine. L'excrétion est presque totale dès les 24
premières heures après l'injection i.v. Les données obtenues lors de l'étude de la biodistribution montrent
bien que le produit est aussi constamment éliminé par le foie sur la période entière de l'étude (24 heures).
Ces résultats pourraient néanmoins représenter le mouvement thyroïdien de l'iode libre dans l'organisme
de la souris, faussant complètement les observations. Il ne faut surtout pas oublier que le produit injecté
était sous une forme hétérogène et que la dualité dans l'excrétion peut facilement être expliquée par ce
phénomène.
Il doit donc être clair que des études futures, in viùo^i in vivo, doivent être faites pour essayer de corriger
le manque de stabilité du produit iodé en évitant d'utiliser des moyens chimiques trop rudes pour la
molécule, ou en employant une nouvelle méthode de marquage ne requérant pas la présence de tyrosine.
En plus, d'autres études biologiques devraient être entreprises avec une lignée tumorale comprenant des
récepteurs sensibles à ce peptide. Malheureusement, les cellules tumorales utilisées (EMT-6) ne
contiennent probablement aucun récepteur compatible et aucune souche cellulaire n'est fait mention dans
la littérature possédant des récepteurs identifiés de GHRP. Donc l'étude effectuée sur la lignée utilisée ne
donne aucune indication sur l'éligibilité de ce produit à servir comme traceur tumoral à la détection des
cancers chez l'humain.
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iii) L'Antarelix iodé
L'Antarelix iodé est relativement un Iwn traœur in vivo avec une bonne stabilité. Il est principalement
excrété par le foie et se retrouve en majeure partie dans les selles dès les 12 premières heures après
l'injection par voie intraveineuse (fig. 40, tab. 3). Sa clairance sanguine (fig. 41) suit un modèle à deux
exponentielles, et se fait au rythme de -4.5 ml de sang/min (Annexe 1). D'autres études biologiques
devraient être entreprises avec une lignée tumorale comprenant des récepteurs sensibles à ce peptide.
Malheureusement, les cellules tumorales utilisées (EMT-6) ne contiennent aucun récepteur compatible ou
elles en contiennent en quantité trop faible pour être évalués. Ceci ne nous donne aucune indication sur
l'éligibilité de ce produit à servir comme traceur tumoral à la détection des cancers chez l'humain.
Plusieurs aspects de cette molécule biologique sont à la base de son intérêt pour l'imagerie médicale.
Premièrement, c'est un peptide très stable; une fois en solution, le peptide reste stable plusieurs semaines
à basse température (fig. 57); deuxièmement, elle se travaille bien en milieu organique; troisièmement, elle
est facilement marquaWe à l'iode grâce à satyrosine retrouvée en position 5 (fig. 12).
IV.B.2 Essais radioimmunologiques (RIA)
La méthode de RIA est très utile pour l'identification de l'activité d'un agent biologique déterminé afin de
mesurer le niveau de conservation de l'intégrité d'un site précis. Deux anticorps ont été développés à la
faculté de pharmacie de l'Université de Montréal pour les deux terminaisons (aminé et carboxylique) du
peptide Hexarelin. Ces deux anticorps semblaient très utiles pour des études d'identification des sites de
liaison des différents substrats réagis à l'Hexarelin. Ce peptide possède deux groupements aminés, un à
la position a et l'autre à la lysine (position e), pouvant réagir et former différents produits. C'est dans cet
optique d'identification que cette technique a été exploitée.
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i) L'Hexarelin-DTPA
La possibilité que le produit complexé Hexarelin-DTPA soit intéressant pour le dépistage des tumeurs
reste à être étudié. Le modèle tumoral utilisé ne semblait pas convenir au besoin recherché, malgré les
relativement hauts ratios aux diflérents tissus (voir tableau 5, p. 66). La figure 44 montre clairement le haut
niveau de radioactivité fixé aux reins et l'absence de radioactivité tumorale. Cependant les hauts niveaux
retrouvés aux reins restent à être plus profondément étudiés afin de connaître le mécanisme responsable
de cette spécificité. L'Hexarelin, un GHRP relié dans sa fonction à la GHRH, pourrait avoir un site de
liaison particulier au niveau rénal comme l'ont démontré Forssell-Aronsson et ses collègues (1995) pour la
somatostatine. Il est connu que cette dernière possède un effet antidiurétique et que la section médullaire
du rein possède de hautes densités de récepteurs pour ce peptide, et d'autres à plus faibles densités
distribuées de façon non homogène au niveau du cortex, c-à-d. aux tubules proximals et non aux
glomérules (Reubi et ai, 1993b). Ced laisse la possibilité que d'autres hormones (GHRP, GHRH) peuvent
agir de façon connexe aux mêmes sites pour peut-être contrer l'effet de la somatostatine. Pour ces
raisons, l'analogue Hexarelin-DTPA devrait être étudié plus intensément afin d'éclaircir se phénomène.
Notons que, Adrian état. (1994) n'ont, pour leur part, découvert aucune fixation de l'analogue de la
somatostatine ("^ln-DTPA-(D)-Phe^-Octréotide) au niveau du rein chez l'humain.
ii) L'Hexarelin-B&H
Les résultats obtenus montrent bien (fig. 49) que les fractions 4 et 5 ont conservé une affinité de liaison
respective de plus de 30% et de 20% aux deux anticorps, tandis que les fractions 2 et 3 l'ont presque
totalement perdue. Dans le cas où il y a conservation de l'intégrité biologique du peptide, les expériences
n'ont quand même pas permis la dassification des types de liens entre le peptide Hexarelin et le chélateur
B&H. Le fait qu'il y ait plusieurs produits lors de la chromatographie suggère la présence de plusieurs
réactions entre les deux substrats. Cependant, les résultats sèment le doute en ce qui concerne la nature
des complexes Hexarelin-B&H; la détermination d'une liaison a plutôt que e ne peut être évaluée. Si les
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fractions 2 et 3 avaient gardées une affinité à seulement un des anticorps, l'identification du site de liaison
aurait pu être déterminé. Ces fractions auraient pu, dans le cas éctiéant être investiguées plus
profondément afin d'exploiter au maximum leurs potentiel diagnostique pour le dépistage du cancer.
Maltieureusement, il en est tout autrement, et c'est pour ces raisons que cette section du projet à été mise
de côté.
Toutefois, malgré les piètres conclusions tirées des études faites sur les complexes Hexarelin-B&H, les
autres études radioimmunologiques effectuées pour les complexes Hexarelin-DTPA et celles du Hexarelin-
Dextran ne viennent en aucun cas édaircir le doute déjà existant (fig. 48 et 50). Des études
spectrométriques de masse des complexes de DTPA n'ont absolument rien amené de concluant (résultats
non présentés). Par contre, les études d'imagerie SPECT faites sur le rat (résultats non présentés) ont
confirmé les observations faites cfiez la souris concernant la fixation rénale du produit marqué à l'indium.
Afin de déterminer la molarité des fractions récoltées, un standard a été utilisé comme point de référence.
Si, par mallieur, une erreur s'est glissée dans le calcul des nrolarités des supposés complexes, il est fort
probable que les concentrations ont été exagérées. De plus, afin d'établir une concentration probable,
étant donné que les fractions sont des supposées complexes peptide-agent cliélateur, des poids
moléculaires ont été attribués à cliacun. Ces valeurs ont été allouées de façon directe; par l'ajout du poids
moléculaire correspondant à une liaison simple ou double du ctiélateur. Il est connu que la lysine possède
un groupement aminé plus réactif que celui en positions alptia (Gaudriault et Vincent, 1992). Si un substrat
est en excès (tel est le cas pour le B&H, le DTPA et le Dextran), la majorité des produits seront basés sur
une seule molécule peptidique (avec une possibilité de deux chélateurs par peptide, et non l'inverse).
Donc des poids similaires ont été donnés aux deux premières fractions du Hexarelin-DTPA et deux autres
aux Hexarelin-B&H, tandis que des poids plus élevés ont été assignés aux dernières fractions du
Hexarelin-DTPA et au Hexarelin-B&H.
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Ces facteurs peuvent avoir un effet négatif sur les études entourant les produits synthétisés et peuvent
contribuer aux conclusions que ces agents d'imagerie sont inadéquate.
iii) L'Hexarelin-Dextran
Le dextran est un agent d'imagerie non envahissant intéressant pour la visualisation de l'anatomie et des
mouvements cardiaques. Il fournit une technique diagnostique d'intérêt pour le traitement des désordres
cardio-vasculaires (Borer et al., 1977). Le choix du dextran comme agent de chélation se résume à ceci:
c'est un agent stable, il lie fortement le radioisotope f^c, '®®Re): il possède une méthode de marquage
simple (basé sur la réduction de l'isotope), rapide et peu coûteuse; c'est aussi un agent à risque minimal
pour le patient. Par contre, le dextran, selon son poids moléculaire, peut rester dans le système sanguin
pendant plusieurs heures (Walkley et ai., 1976).
Comme observé avec le DTPA, le dextran de poids moléculaire de nwins de 40000 est excrété par les
reins. Ce qui, comme dans le cas de l'Hexarelin-DTPA, aurait pu démontrer une liaison particulière au
niveau rénale. Les résultats de RIA obtenus de l'Hexarelin-Dextran ont ralenti l'enthousiasme entourant ce
traceur, et les études pharmacologiques et pharmacodnétiques du produit lié au Te, n'ont tout
simplement pas été entreprises. Le mouvement vers la droite de la courbe d'affinité du produit pour les
anticorps confirme la diminution de l'intégrité du produit par rapport au standard. Cette diminution est
normale dû à l'énormité du dextran (lOOOOg/mole), par rapport à l'Hexarelin (886g/mole), et ne devrait pas
affecter le cheminement de l'exploitation de ce produit vers le développement d'un agent d'imagerie.
Cependant, le fait que des résultats semblables aient, une fois de plus, été obtenus pour les deux
anticorps, n'aident d'aucune façon à l'identification du site de liaison au peptide. De plus, n'ayant pas de
modèles tumoraux adéquate, comme le démontrent les résultats de Hexarelin-DTPA, il n'a été d'aucun
intérêt de pousser le développement du Hexarelin-Dextran comme agent diagnostique pour la médecine
nucléaire.
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Hoimberg et ses collègues (1994) ont, eux aussi, eu espoir dans leur analogue de somatostatine liée au
dextran et ont obtenu des résultats de liaison tumorale spécifique (3-8 %) beaucoup inférieurs à d'autres
types d'analogues de somatostatine marquée (Bakker et al., 1991).
IV.B.3 Études de liaison in vitro
La LHRH (GnRH) et ses analogues sont connus comme étant des ligands agissant aux niveaux des
cellules tumorales cibles, par un mécanisme de liaison impliquant des récepteurs transmembranaires. Il
est donc possible de caractériser différentes lignées cellulaires saines et tumorales pour un traceur défini.
En ce qui nous concerne, il est essentiel de savoir si certaines souches tumorales possèdent ou non, les
récepteurs nécessaires pour une bonne détection diagnostique.
Pour ce qui est des cellules tumorales Ek/IT-6 (lignée spécifiquement développée pour les souris Balb/C)
aucun essai de liaison in vitro aux récepteurs de GnRH n'avait été fait auparavant Les résultats
disponibles aux figures 51 à 54, montrent l'inefficacité de l'Antarelix iodé à se lier spécifiquement aux
récepteurs de GnRH. Ces observations peuvent contenir plusieurs explications. Entre autres, les cellules
EMT-6 pourraient être dépourvues de récepteurs de GnRH, ou en posséder une quantité trop faible pour
être détectées. Le traceur pourrait aussi être le facteur limitant dans cette étude. Et finalement un
problème technique au niveau du protocole pourrait aussi venir bloquer la détection des récepteurs
convoités.
La dualité retrouvée dans les résultats de liaison in vitro, entre les cellules EMT-6 et MCF-7 (figures 51 à
56), laisse croire que l'analogue iodé de la LHRH n'est pas adéquat pour de telles expérimentations:
plusieurs chercheurs- ayant démontrés la présence de récepteurs de GnRH dans plusieurs souches
tumorales incluant les MCF-7 (Segal-Abramson et ai, 1992; Mullen et ai., 1993; Szôke et ai, 1994; Vincze
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etaL, 1991; Yano et ai, 1994). Cependant, les résultats de liaison de l'Anatrelix iodé à la glande pituitaire,
représentés à la figure 40, indiquent que l'hypothèse cTun traceur inadéquat ne peut être considérée.
Que ce soit lors des études in vitro, ou des tests de distributions tissulaires sur des souris portant la ,
souche cancéreuse, la lignée tumorale EMT-6 n'a démontré aucune spécificité à l'Antarelix iodé. Cette
souche tumorale, étant d'une origine mammaire, a été considérée comme pouvant posséder les
récepteurs de GnRH normalement retrouvés chez plusieurs cellules de même provenance. Les résultats
semblent révéler le contraire. Une des raisons pouvant expliquer ces observations peut être la
désensibilisation des récepteurs de GnRH qu'aurait pu subir les cellules EMT-6. Cette possible
désensibilisation peut être allouée à un usage excessif (plusieurs centaines de division mitotique) des
cellules, ou, malgré l'utilisation de protocoles déjà utilisés dans la littérature, à de mauvaises techniques
d'évaluation in vitro.
En ce qui concerne l'existence de récepteurs de GnRH au niveau des cellules MCF-7, des résultats
relativement récents ont démontré l'incapacité de prouver une réelle liaison spécifique d'un analogue
antagoniste de la LHRH (Mullen et ai., 1993). De plus, la possibilité que l'analogue iodé utilisé ait pu subir
une perte d'activité spécifique, ne peut être écartée. Néanmoins, la purification par HPLC (fig. 25) montre
bien la facilité à laquelle la séparation du complexe iodé, par rapport au peptide original, s'est faite.
Plusieurs types de cellules ont fait l'objet d'études similaires. Cest le cas des LNCaP (Limonta et ai.,
1992) et des DU-145 (Dondi et ai., 1994), souches cancéreuses de la prostate; des OV-1063, cellules
épithéliales humaines des ovaires (Yano et ai., 1994); et des HEC-1A, cellules tumorales humaines de
l'endométre (Emon etaL, 1993). Ces dernières pourraient être utilisées afin de bien démontrer que les
cellules utilisées étaient, ou non, inadéquates. Il ne faut surtout pas espérer trouver des récepteurs,
spécifique à un ligand particulier, dans toutes les lignées tumorales. Comme il ne faut pas trop compter
sur des observations de liaison au site ultime (glande pituitaire), pour extrapoler ces résultats à d'autres
sites secondaires d'intérêt (les tumeurs). Mullen et ses collègues (1993) ont démontré que des analogues
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se liant à des réœpteurs GnRH du plaœnta ne se lie pas nécessairement aux récepteurs de l'hypophyse.
Marshall et Odell (1975) ont aussi observé une non spécificité de la LHRH iodé au niveau de membranes
de la glande pituitaire. Ces observations viennent confirmer le fait que l'analogue de la LHRH, l'Antarelix,
est idéal pour cibler la glande pituitaire, et non pour servir de traceur au dépistage de certains types de
cancer ailleurs dans l'organisme.
Les résultats obtenus de la liaison in jumelés à ceux observés lors des études in vivo démontrent
l'inefficacité de l'analogue antagoniste de la LHRH, l'Antarelix iodé, à servir d'agent diagnostique pour le
dépistage du cancer. Cette conclusion s'applique aux études faites avec les cellules EMT-6, et avec les
cellules MCF-7.
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Conclusion
L'utilisation des peptides pour le dépistage du cancer est une avenue en pleine expansion et semble être
une alternative intéressante pour détecter des tumeurs d'origine multiple. Toutefois, la conception d'un
traceur tumoral ne peut être spontanée. Beaucoup de temps d'investigation et de patience doivent être
investis afin d'arriver à un modèle profitable. Il est important de bien définir, à l'avance, un modèle tumoral
pour s'assurer qu'il possède bien les caractéristiques nécessaires à une étude sur l'utilisation des
marqueurs peptidiques. La clef de ce projet dépendait, avant même qu'il prenne forme, de la présence de
récepteurs spécifiques aux peptides utilisés.
Comme démontré dans cette rédaction, les cellules utilisées n'étaient pas adéquates à ce type d'étude et
si elles démontraient à l'occasion une certaine affinité spécifique pour les cellules, les résultats n'étaient
pas reproductibles. Malgré ce fait, certains produits tel que l'Antarelix iodé a démontré une forte liaison
aux tissus cibles (hypopfiysaires), ce qui indique la possibilité d'une détection des cancers reliés à des
problèmes au niveau de la glande pituitaire. D'un autre coté, l'Hexarelin-DTPA, et peut-être la forme liée
au substrat B&H de l'Hexareline, avec son importante fixation rén^e, pourrait servir à certaines études
diagnostiques: Par exemple, pour les carcinomes cellulaires rénaux (Reubi et al, 1992), ou pour effectuer
des études au niveau de la région médullaire rénale (Reubi étal, 1993b).
Il est important de noter que les peptides utilisés dans ce travail de maîtrise avaient été synthétisés pour
remplir des rôles pharmacologiques autres que la détection cancéreuse. Le but était d'exploiter les
caractéristiques de ces peptides afin d'en faire, en les modifiant des agents diagnostiques. Les méthodes,
les résultats, et les conclusions tirés suite aux expérimentations sauront, je l'espère, éclairer les prochains
candidats qui oseront se lancer dans l'exploitation des peptides pour en faire des agents diagnostiques
pour le dépistage du cancer.
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Annexe 1
Clairance sanguine
Modèlesà 2 exponentiels
MK-678 (sur 24 heures)
Souris Valeur Valeur Aire sons Ist moment Clairance Vol. CottqtarL Vol. Steady
No. Al A2 la courbe Inférai (ml/hr) Central (ml) State (ml)
I 9,06 48,12 5,77 1,72 17,33 1,75 5,16
2 3,92 34,10 6,25 4,09 16,01 2,63 10,49
3 8,00 42,49 5,12 1,77 19,52 1,98 6,74
3 3,89 33,16 6,75 5,16 14,82 2,70 11,34
MOYENNE ± ESM (1^,3,5) 3,97 3,19 16.92 ± 1.01 2.26 ± 0.24 8.43 ± 1.48
Hexarelin (sur 24 heures)
Souris Valeur Valeur Aire sous Ist monKnt Clairance Vol. Compart VoL Steady
No. Al AZ la courbe luttai (ml/hr) Central (ml) State (ml)
1 7,75 43,01 12,83 20,77 7,79 1,97 12,61
2 5,04 45,72 24,19 76,16 4,13 1,97 13,01
5 6,11 44,65 29,92 112,77 3,34 1,97 12,60
MOYENNE ± ESM (1,2,5) 22,32 69,90 3.09 ± 1.37 1.97 ±0.00 12.74 ± 0.14
Hexarelin-DTPA (sur 24 heures)
Souris Valeur Valeur Aire sous Ist moment Clairance Vol. Compart Vol. Steady
No. Al A2 la courbe Intégral (ml/hr) Central (ml) State (ml)
1 1035,00 -980,08 45,14 28,81 2,22 1,82 1,41
2 1787,10 -1749,40 33,26 15,13 3,01 2,65 1,37
3 21,72 59,82 43,86 62,26 2,28 1,23 3,24
4 13,86 61,76 39,60 64,32 2,53 1,32 4,10
MOYENNE ± ESM (3,4) 39,20 21,97 2.61 ± 0.12 2.24 ± 0.03 1.39 ± 0.43
Antarelix (sur 24 heures)
Souris Valeur Valeur Aire sous Ist moment Clairance Vol. Compart VoL Stcarfy
No. Al A2 la courbe Intégral (ml/hr) Central (ml) State (ml)
1 4,21 25,04 41,71 176,76 2,40 3,42 10,16
2 15,48 12,67 26,66 41,68 3,75 3,55 5,86
3 4,79 23,25 38,57 150,43 2,59 3,57 10,11
4 7,98 11,73 22,46 48,30 4,45 5,07 9,58
MOYENNE ± ESM (1,2,3) 33,65 122,96 2.91 ± 0.42 3.31 ± 0.05 8.71 ± 1.43
Assume Igram. de plasma = Iml
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Annexe 1 (suite)
Élimination sanguine de l'iode
Souris Temps Moyenne ESM
(n) a.i. (%dose/g) (+/-)
3 0,01 10,63 1,02
3 0,5 5,88 0,83
3 I 2,69 0,42
3 2 3,25 0,95
3 3 2,13 0,38
3 5 0,54 0,17
4 12 0,05 0,02
3 24 0,06 0,02
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Annexe 2
Calcul du nombre de mole d'iode dans 1 mCi.
1 mCi = S.lxW^ Bq (dés. x sec-1), 1 mole = 6.02x10^^ atomes (N. d'Avogadro)
Nd = nombre de désintégration, Na = nombre d'atome, Activité = Nd x X,
Tv^p = demi-vie physique du nucléide (60 jrs, 8 jrs , 2.8 jrs, "Un)
Exemple: pour riode-125:
X = In2/Ty2p, 1 = 1.34x10 '^ sec'^
Nd = Activité/A-, Nd = 2.77x10" désintégration
Si une désintégration = un atome d'iode-125
Na = Nd/N. d'Avogadro, 4.6x10'^° mole (ImCi)
2.3x10"!° j^ole (SOOpCi)
Ratio de mole:
Peptide (MK-678) = 0.03 pmole, Iode-125 = 0.23 nmole
Ratio = n. de mole du peptide/n. de mole d'iode
^ 130:1
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Annexe 3
Calcul de l'erreur
ESM
Écart-type sur la moyenne
V(n 2 x2 - (^ x)2)
"T Vn
n (n - 1)
Où n est le nombre de l'échantillon, et x est chaque valeur de l'échantillon.
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